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acids combined with products for enhancing the efficacy of such transfers. The invention also concerns the combination of a nucleic acid 
and the transfer method for use in gene ihmpy. 



(57) Abr£g£ 
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1 

AMELIORATION DU TRANSFERT D'ACIDE NUCLEIQUE DANS LBS 
CELLULES D^ORGANISMES EUCARYOTES PLURICELLULAIRES ET 
COMBINAISON PERMETTANT LA MISE EN OEUVRE DU PROCEDE 

5 La pr6sente invention se r^porte i une amelioration trds remarquable du 

transfert in vivo d'acides nucldques dans les cellules d'organismes eucaryotes 
pluricellulaires on d'acides nucleiques associds k des produits pennettant 
d'augmenter le rendement de tels transferts en utilisant des champs 61ectriques faibles 
compris entre 1 et 600 V/cm, et a la combinaison d'un acide nucl6ique et du procede 
10 de transfert selon Tinvention pour leur utilisation en therapie genique. 

Le transfert de genes dans une cellule donnee est a la base de la therapie 

gdnique. Cependant, Tun des problemes est de parvenir k faire p6n6trer une quantite 

d'acide nucleique sufBsante dans des cellules de Thote a traiter ; en effet, cet acide 

nucleique, en general un g^ne d'int6ret, doit etre exprim6 dans des cellules 

15 transfectees. L'une des approches retenue a cet egard a 6t6 Tintegration de Tacide 
nucleique dans des vecteurs viraux, en particulier dans des r6trovirus» des adenovirus 
ou des virus associ6s aux adenovirus. Ces systemes mettent a profit les mecanismes 
de penetration cellulaire developp^s par les virus, ainsi que leur protection contre la 
degradation. Cependant, cette approche pr6sente des inconvenients, et en particulier 

20 un risque de production de particules virales infectieuses susceptibles de 
dissemination dans Torganisme hote, et, dans le cas des vecteurs letroviraux, un 
risque de mutagenese inserdonnelle. De plus, la capacite d'insertion d'un gdne 
therapeutique ou vaccinal dans un genome viral demeiune restreinte. 

En tout etat de cause, le developpement de vecteurs viraux utilisables en 

25 therapie genique impose d'avoir recours k des techniques complexes de virus 
defectifs et de lignees cellulaires de compiemratation. 

Une autre approche (Wolf et al. Science 247, 1465-68, 1990 ; Davis et al. 
Proc. Natl. Acad Sci. USA 93, 7213-18, 1996) a done consiste k administrer dans le 
muscle ou dans la circulation im acide nucleique de nature plasmidique, associe ou 

30 non a des composes destines a favoriser sa transfection, comme des proteines, des 
liposomes, des lipides charges ou des polymeres cationiques tels que le 
polyethylenimine, qui sont de bons agents de transfection in vitro (Behr et al. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 86, 6982-6, 1989 ; Feigner et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 
7413-7, 1987 ; Boussif et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 7297-301, 1995). 

35 En ce qui conceme le muscle, depuis la publication initale de J.A. Wolff et 

al. montrant la capacite du tissu musculaire a incorporer de TADN injecte sous forme 
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de plasmide Khre (Wolff et aL Science 247, 1465-1468, 1990) de nomhreux auteurs 
ont tente d'ameliorer ce processus (Manthorpe et aL, 1993, Human Gene Ther. 4, 
419-431 ; Wolff et aL, 1991, BioTechniques 11. 474-485). Quelques tendances se 
degagent de ces essais, comme notamment : 
5 • I'utilisation de solutions mecaniques pour forcer Tentree de 1' ADN dans les cellules, 
en adsorbant TADN sur des billes propulsees ensuite sur les tissus (« gene gun ») 
(Sanders Williams et al., 1991, Proc. NatL Acad. Sci. USA 88, 2726-2730 ; Fynan 
et aL, 1993, BioTechniques 11, 474-485). Ces procedes se sont averes efficaces 
dans des strategies de vaccination, mais ne touchent que les couches superficielles 
10 des tissus. Dans le cas du muscle, leur utilisation necessiterait un abord chirurgical 
pour permettre d'acceder au muscle, car les particules ne traversent pas les tissus 
cutanes ; 

• Tinjection d'ADN, non plus sous forme de plasmide libre. mais associe a des 
molecules susceptibles de servir de vehicule facilitant Tentree des complexes dans 

15 les cellules. Les lipides cationiques, utilises dans de nombreux autres procedes de 
transfection, se sont averes jusqu'a Theure actuelle decevants, car cjeux qui ont et6 
testes se sont montrfes inhibiteurs de la transfection (Schwartz et al., 1996, Gene 
Ther, 3, 405-411). II en est de meme pour les peptides et polymeres cationiques 
(Manthoq)e et aL, 1993, Human Gene Ther. 4, 419-431). Le seul cas d'assodation 

20 favorable semble etre le mfelange polyvinylalcool ou polyvinylpyrrolidone avec 
TADN. L'augmentation resultant de ces associations ne repr6sente qu'un facteur 
inferieur a 10 par rapport a T ADN injecte nu (Munq^r et aL, 1996, Pharmaceutical 
Research 13. 701-709); 

• le pretraitement du tissu k injecter avec des solutions destine a am61ioier la 
25 diffusion el/ou la stahilite de 1* ADN (Davis et aL, 1993, Hum. Gene Ther. 4. 151- 

159), ou a fovoriser Tentree des acides nucleiques, par ex&tnpld Tinduction de 
phenomenes de multiplication ou de r6g6neration de celhiles. Les traitements ont 
conceme en particulier Tutilisation d'anesth§siques locaux ou de caidiotoxine, de 
vasoconstricteurs, d'endotoxine ou d'autres molecules (Manthorpe et al., 1993, 
30 Human Gene Ther. 4, 419-431 ; Danko et al., 1994, Gene Ther. 1, 114-121 ; 
Vitadello et aL. 1994, Hum Gene Ther. 5, 11-18). Ces protocoles de pr6traitement 
sont difSciles i gerer, la bupivacame en particulier necessitant pour etre ^ficace 
d'etre injectee a des doses tres proches des doses letales. La preinjection de sucrose 
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hyperosmotique, destinge a ameliofer la diffusion, n'augmente pas le niveau de la 
transfection dans le muscle (Davis et al., 1993). 

D'autres tissus ont 6t6 transfect^s in vivo soit en utilisant TADN 
plasmidique seul» soit en association avec des vecteurs synthgtiques (revues de Gotten 
5 et Wagner (1994), Current Opinion in Biotechnology 4, 705; Gao et Huang (1995), 
Gene Therapy, 2, 710; Ledley (1995), Human Gene Therapy 6. 1129). Les principaux 
tissus Studies ont ete le foie, I'epithelium respiratoire, la parol des vaisseaux, le systeme 
nerveux central et les tumeurs. Dans tous ces tissus, les niveaux d*expression des 
transgenes se sont reveles trop faibles pour entrevoir una application therapeutique 

10 (par example au niveau du foie, Chao et al. (1996) Human Gene Therapy 7, 901), Wen 
que certains resultats encourageants aient ete recemment presents pour le tranfert 
d'ADN plasmidique dans la parol vasculaire (lires et al. (1996) Human Gene Therapy 
7, 959 et 989). Dans le cerveau. fefficacite de transfart est tres faible. de meme que 
dans les tumeurs (Schwartz et al. 1996, Gene Therapy 3,405; Lu et aL 1994,Cancer 

15 Gene Therapy 1, 245; Son et al. Proc. Natl. Acad. Sci.USA 91,12669) 

L'electroporation, ou utilisation de chanq)s 61ectriques pour perm6abiliser 
des cellules, est 6galement utilisfe in vitro pour favoriser la transfection d'ADN dans 
des cellules en culture. Toutefois, il 6tait jusqu'a present admis que ce ph§nomene 
repondait a un effet dependant d'un seuil et que cette electropmneabilisation ne 

20 pouvait etre observ6e que pour des champs felectriques d*intensit6 relativement elev6e, 
de I'ordre de 800 a 1 200 Vohs/cm pour les ceUules animates. Cette technique a 
egalement et6 proposee in vivo pour ameliorer Tefficacite d'agents antitumoraux, 
comme la bleomycins dans des tumeurs solides chez Thomme (brevet americain n® 5 
468 228, L.M. Mir). Avec des inqnilsions de tr6s courte duree (100 microsecondes), 

25 ces conditions 61ectriques (800 h 1 200 VoWcm) sont trSs hien adaptSes au transfert 
intracellulaire de petites molecules. Ces conditions (impulsions de 100 microsecondes) 
ont ete appliquees sans amelioration pour le transfert d'acides nucl^iques in vivo dans 
le foie, ou des champs infferieurs & 1000 Volt3/cm se sont i^vgl6s totalemmt 
inefficaces, et nneme inhibiteurs par rapport ^ Tinjection d'ADN en Tabsence 

30 d'impulsions electriques (teevet WO 97/07826 et Heller et al FEBS Letters, 389, 
225-8, 1996). 

Cette technique presente d'ailleurs des difficultes d' application in vivo, car 
Tadministration de champs d'une telle intensite peut provoquer des lesions tissulaires 
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plus ou moins 6tendues, qui ne repr6sentent pas un probleme pour le traitement de 
patients canc&'eux mais qui peuvent representer un inconvenient majeur pour le sujet 
sain ou pour le sujet malade lorsque Tackle nuclSique est adnunistrS dans des tissus 
autres que les tissus tumoraux. 
5 Alors que toutes les dtudes citees mentionnent la necessite de champs 

electriques eleves, de Tordre de 1 000 Volts/cm, pour 6tre efGcace in vivo, de manigre 
vraiment inattendue et remarquable, les demandeurs ont a present nK>ntre que le 
transfert d'acides nucleiques dans des tissus in vivo pouvait etre augmente de fagon 
tres importante, sans effets indesirables, en soumettant le tissu ^ des impulsions 

10 electriques d'intensite faible. par exemple de 100 ou de 200 Volts/cm, et d'une duree 
relativement longue. De plus, les demandeurs ont constate que la grande variabilite 
d'expression du transgene observee dans Tart anterieur de transfert d'ADN etait 
notablement reduite par le procede selon Tinvention. 

C'est pourquoi, la presente invention conceme un procede de transfert 

15 d*acides nucleiques in vivo, dans lequel les cellules des tissus sont mises en contact 
avec Tacide nucl^ique a transferer, par administration directe dans Je tissu ou par 
administration topique ou systemique, et dans lequel le transfert est assur6 par 
application auxdits tissus d'une ou de plusieurs impulsions electriques d'une intensit6 
comprise entre 1 et 600 Volts/cm, 

20 Selon un mode pref^ le procedS selon Tinvention s*applique i des tissus 

dont les cellules ont des geometries particuU^res comme par exemple des cellules de 
grande taille et/ ou de forme allongee et/ou repondant naturellement a des potentiels 
d'action el6ctriques el/ ou ayant une morphologie sp§cif ique. 

25 De preference, I'intensite du champ est contprise entre 200 et 600 

VohVcm et la duree totale d'application est superieure k 10 millisecondes. Le nombte 
d'impulsions utilisees est par exemple de 1 a 100 000 impulsions et la frequence des 
impulsions est comprise entre 0,1 et 1000 Hertz. De pref&enoe la firSqurace des 
impulsions est comprise entre 0,2 et 100 Hertz Les impulsions peuvent etre aussi 

30 delivrees de maniere irreguliere et la fonction qui decrit Tintensite du champ en 
fonction du temps pent etre variable. A titre d'exemple, le champ electrique delivre 
pent resuher de la combinaison d'au moins un champ d'xme intensite > a 400 V/cm et 
de preference comprise entre 500 et 800 Voltg/cm, de duree unitaire courte (< 1 
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msec), suivi de une ou plusieurs iiiq>u]sions d'mtensit6 phis foible , par example < 400 
VoWcm, et de preference < 200 Vohs /cm et de duree unitaire plus longue ( > 1 
msec). L'integrale de la fonction decrivant la variation du champ 61ectrique avec le 
temps est superieure a 1 kVxmsec/om. Selon un nxxle pref&e de Finvention, oette 
5 int6graleestsupOTeureouegalea5kVxmsec/cm. 

Selon im mode preface de Tinvention, Fintensite de champ des impulsfons 
est d*environ 500 VoWcm {Le. ± 10 % et de preference ± 5 %). 

Les impulsions electriques sont choisies parmis les impulsions a ondes 
carrees, les champs electriques generant des ondes a decroissance exponentielle. des 
0 ondes unipolaires oscillantes de duree limitee, des ondes bipolaires oscillantes de duree 
limitee. ou d'autres formes d'ondes. Selon un mode prefere de Tinvention. les 
impulsions electriques sont des impulsions a ondes carrees. 

L'administration d'impulsions electriques peut etre realisee par toute 
methode connue de Thomme du metier, par exemple : 
5 • systeme d*61ectrodes extemes placees de part et d'autre du tissu a traiter, 
notamment electrodes non invasives placees au contact de la peau, 

* systeme d'electiodes implant6es dans les tissus» 

• systeme d'electrodesi^jecteur permettant Tadministration simultan§e des acides 
nucleiques et du champ electrique. 

0 Dans le cadre de la prfesente invention les termes transf«t d'ADN ou 

d'acides nucleiques par applicatk>n tfune ou plusieurs impulsions electriques, ainsi que 
les tOTnes electrotransfert ou encore 61ectrotransfection doivent etre consid&6s 
comme equivalents et designent le transfert d'acides nucleiques ou d'ADN par 
application ou en presence d'un champ Electrique. 

5 L'administration §tant rSalis6e in vivo, il est parfois n^cessaire d'avoir 

recours a des produits intermediaires assurant la conlinuite electrique avec des 
electrodes extemes non invasives. 11 s'agira par exenq>le d'electrolyte sous forme de 
gel. 

Les acides nucleiques peuvent etre administres par tout moyen appropriS, 
0 mais sont de preference injectes in vivo directement dans les tissus ou administres par 
une autre voie, tocale ou systemique et notamment au moyen dW catheter, qui les 
rend dispomT)les k Tendroit d' application du champ electrique. Les acides nucleiques 
peuvent etre administres avec des agents permettant ou facilitant le transfert, comme 
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cela a ete inentionne precedemment. Notamnient* ces acides nucl6iques peuvent Stre 
lihres en solution ou associ6s a des agents synthetiques, ou portes par des vecteurs 
viraux. Les agents synthetiques peuvent 6tre des Iqrides ou des potym&res connus de 
rhomme du mfeti^, ou hfen encore des elements de ciblage permettant la fixation sur 
5 la membrane des tissus cibles. Parmi ces Elements, on peut citer des vecteurs portant 
des sucres, des peptides, des anticorps ou des r6cepteurs hormonaux. 

On congoit, dans ces conditions de Tinvention, que Tadministration des 
acides nucleiques puisse preceder, etre simultanee ou mfeme suivre I'application des 
champs electriques. 

10 C'est pourquoi, la presente invention a egalement pour objet un acide 

nucleique et un champ electrique d*une intensite comprise entre 1 et 600 Volts/cm, 
comme produit de combinaison pour leur administration simultanee, separee ou etalee 
dans le temps, aux cellules de mammif&res et en particulier aux cellules humaines, in 
vivo. De preference, Tiritensite du champ est comprise entre 200 et 600 Volts/cm et, 

15 de maniere encore plus preferee, I'intensite du champ est d'environ 500 Volts/cm. 

Le procedfe selon la pr&ente invention est utilisable dans la therapie 
g6nique, c'est-fi-dire la th6rapie dans laquelle Fexpression d'un gene transfere, mais 
6galement la modulation ou le blocage d'un gene, permet d'assurer le traitement d'une 
pathologic particuli^. 

20 De prgfi^ence, les cellules des tissus sont traitees dans le but d'une 

therapie genique pamettant : 

• soit la correction des dysfonctionnemrats des cellules elles-memes (par exemple 
pour le traitement des maladies Kees a des deficiences genetiques comme par 
exemple la mucoviscidose), 

25 • soit hsauvegardeet/ou la regeneration de la vascularisationouderinne^^ 

tissus ou organes par des facteurs trophiques, neurotrophiques et angiog&iiques 
produits par le transggne, 

• soit la transformation du tissu en organe secreteur de produits conduisant a un effet 
therapeutique tels que le produit du gene lui-meme (par exemple facteurs de 

30 regulation de thrombose et d'hemostase, facteurs trophiques, hormones) ou tels 
qu'un metabolite actif synlhetise dans le tissu grace a Tadjonctiott du gdne 
therapeutique, 

• soit une application vaccinale ou immimosdmulante. 
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Un autre objet de rinvention est I'association des impulsioiis electriques 
d'lm champ a des coix^positions contenant les acides nucleiques formulees en vue de 
toute administration permettant d'acceder au tissu par voie topique, cutanee. orale, 
vaginafe, parent&rale, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee» intra- 
5 oculaire. transdermique» etc. De pr§ference, les conqpositions pharmaceutiques de 
rinvention contiennent un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une 
formulation injectable, notamment pour une injection directe au niveau de Torgane 
desire, ou pour toute autre administration. II peut s'agir en particulier de solutions 
steriles. isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophiIis§es, qui, par 

10 addition selon le cas d'eau sterilisee ou de s6rum physiobgique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour 
rinjection ainsi que le nombre d' administrations et le volume des injections peuvent 
etre adaptees en fonction de differents parametres. et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologic concemee. du gene a e;q>rimer. ou encore de 

15 la dur6e du traitement recherchee. 

Les acides nucKiques peuvent etre d'origine synthetique ou 
biosynth§tique, ou extraits de virus ou de cellules procaryotes ou de cellules 
eucaryotes pcovemnt d'organismes unicellulaires (par exemple, levures) ou 
pluricellulaires. Ds peuvent dtre administres en association de tout ou partie des 

20 composants de Torganisme d'origine el/ou du systdme de synthase. 

L'acide nucleique peut 6tre un acide d^:^*bonucl§ique ou un acide 
ribonucleique. II peut s'agir de sequences d'origine naturelle ou artificielle, et 
notamment d'ADN genomique. d'ADNc, d'ARNm. d'ARNt et d'ARNr, de sequences 
hyhrides ou de sequences synthetiques ou senrisynthfetiques d'oligonucl6otides 

25 modi^ ou noa Ces acides nucleiques peuvent etre obtenus par toute technique 
connue de Thomme du m6tier, et notamment par dblage de banques, par synthase 
chimique ou encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou 
enzymatique de sequences obtenues par ciblage de banques. lis peuvent 6tre modifies 
chimiquement 

30 En particulier, l'acide nucleique peut etre un ADN ou un ARN sens ou 

antisens ou a propriete catalytique comme un ribozyme. Par « antisens », on entend un 
acide nucleique ayant une sequence complementaire a une sequence cible, par exemple 
une sequence d'ARNm dont on cherche a bloqua: I'expression par hybridation sur la 
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8 

s6quenoe dble. Par «sens», on entend un acide nucl6ique ayant une sequence 
homotogue ou identique i une sequence cible, par exemple une sequence qui se lie i 
un facteur de transcrq>tion prot6ique et impliqu6 dans I'expression d'un g&ie donne. 
Selon un mode de realisation pr^^frfe. Tackle nucteique comporte un gene d'interet et 

5 des 616nients pemnettant I'expression dudit gdne d'int6r6t. Avantageusement, le 
fragment d'acide nucleique est sous f€»me d'un plasmide. 

Les acides desoxyribonucleiques peuvent etre sin5>le ou double hrin, de 
meme que des oligonucleotides courts ou des sequences phis longues. lis peuvent 
porter des genes therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription ou de la 

0 replication, ou des regions de liaison a d'autres composants cellulaires, etc. Au sens de 
Tinvention, on entend par « gene therapeutique » notamment tout gdne codant pour un 
ARN ou pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit proteique 
code peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut etre 
homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est normalement 

5 e7qprim§ dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune pathologic). Dans ce 
cas, rejqpression du transgene permet par exemple de palUer a yne expression 
insufBsante dans la ceMe ou a I'expression d*une proteine inactive ou faiblement 
active en raison d'une njodification, ou permet encore de surexprimer ladite proteine. 
Le gene therapeutique peut aussi cod^ pour un mutant d'une proteine cellulaire, ayant 

J une stahffite accrue, une activit6 modifiee, etc. Le produit proteique peut egalement 
etre het&ologue vis-i-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine exprimee peut 
par exemple conqjleter ou apport^ une activite deficiente dans la cellule (traitement 
des deficits enaymatiques), ou permettre de lutter centre une pathologie, ou stimuler 
une reponse immunitaire par exemple pour le traitement des tumeurs.Il peut s'agir dHm 

5 gene suicide (Thymidine Kinase de I'Herpes) pour le traitement des cancers ou de la 
restenose. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut dter plus 
particulierement les g^nes codant pour 
) - les enzymes, comme Ta-l-antitrypsine, les proteinase (metalloproteinases. urokinase, 
uPA, tPA,...streptokinase), les proteases clivant des precurseurs pour liberer des 
produits actifs (ACE, ICE,..,), ou leurs antagonistes (TIMP-1, tissue plasminogen 
activator inhibitor PAI, TFPI 
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- les derives sanguins comme les fecteurs m5)liques dans la coagulation : fecteurs Vn, 
Vm, IX, les facteurs du complement, la thromhine, 

- les hormones, ou les enzymes mq)liqu6es dans la voie de synthase des hormones, ou 
les fecteurs inq>liques dans le contrdle de la sfynth^se ou de Fexcrttion ou de la 
s6cr6tion des honnones, telles que rinsuline, les fecteurs proches de rinsuline OGF), 
ou rhormone de croissance, rACTH, les en2ymes de synthase des hormones sexuelles, 

- les lynq)hokines et cytokines : interleukines, chemokines (CXC et CC). interf&ons, 
TNF, TGF, fecteurs chimiotactiques ou activateurs comme MIF, MAP, PAP, MCP-1, 
I'eotaxine, LIP, etc. (brevet frangais n** 92 03120), 

- les fecteurs de croissance, par exemple les IGP, EGP, PGP, KGP. NGP, PDGP, 
PIGF. HGF,prolifOTn 

- les fecteurs angiog&iiques tels que les VEGF ou PGP, angiopoietine 1 ou 2, 
Tendotheline 

- les enzymes de synthese de neurotransmetteurs, 

15 - les fecteurs trophiques, en particuli^ neurotrophiques pour le traitement des 
maladies neurodegeneratives, des traumatismes ayant endommage le systdme nerveux, 
ou des deg&ierescences retinieraies, tels que les memhres de la famille des 
neurotrophines tels que le NGP, BDNP, NTS, NT4/5, NT6 leurs derives et genes 
apparentes - les memhres de la femilles du CNTP tels que le CNTP, I'axokine, le LIP 

20 et leurs d^es - riL6 et ses derives - la cardiotrophine et ses derives - le GDNPet ses 
d6riv6s - les memhres de la famiUe des IGP, tels que I'lGF-l, riPGP-2 et leurs d&iv6s 

- les menihres de la famille de PGP, tels que le PGP 1, 2, 3, 4. 5, 6, 7, 8, 9 et leurs 
derives. leTGFp 

- les fecteurs de croissance osseuse, 

25 - les facteurs h6matopoi6tiques, comme erythropoietine, les GM-CSP, M-CSP, LIP, 
etc., 

- les proteines de Tarchitecture cellulaire comme la dystiophine ou une minidystrophine 
(brevet frangais n** 91 11947), , les genes suickies (thynridine kinase, cytosine 
deaminase, enzymes a cytochrome P450). les gdnes de I'hemoglobine ou d'autres 

30 transporteurs proteiques, 

- les genes correspondant aux proteines implkiuees dans le metabolisme des lipkies, de 
type apolipoproteine choisie parmi les apolipoproteines A-I. A-II, A-IV, B, C-I, C-II, 
C-m, D, E, F, G, H, J et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple les 
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lq)ases, la KpoprotSine lipase, la lipase hSpatique, la tecithine cholest&ol 
acyhransf&ase. la 7 alpha cholesterol hydrojg^lase, la phosphatidyl acide phosphatase, 
ou encore des protgines de transfert de fipides comme la protSine de Hansfert des 
esters de diolest&ol et la protfeine de transfert des phospholqwdes. tine pioteine de 
5 liaison des HDL ou encore un rficepteur choisi par exanapls parnii les t^cepteurs aux 
LDL, les recepteurs des chylomicxons-rrannants et les r^cepteurs scavenge, etc. On 
peut, de plus, ajouta- la leptine pour le traitement de I'obesite. 

- les facteurs regulant la pression sanguine, comme les enzymes impliquees dans le 
metabolisme du NO, I'angiotensine, la bradykinine, vasopressine, I'ACE, la r^nine. les 

10 enzymes codant pour les mecanismes de synthese ou de relargage des prostaglandines, 
du thromboxane, ou de I'adenosine, les recepteurs de I'adenosine, les kalBcreines et 
kallistatines, ANP, ANF, les facteurs diuretiques ou antidiur^tiques, les facteurs 
impliques dans la synthese, le metabolisme ou le relargage des mediateurs comme 
Thistamine, la serotonine. les cath6cholamines, les neurqjeptides, 

15 - les facteurs anti-angiogeniques comme le ligand de Tie-1 et de Tie-2. 1'angiostatine, 
le facteur ATF, les derives du plasminogene, I'endotheline, les thrombpspondines 1 et 
2, le PF-4, rinterfferon a ou p. I'interleukine 12, ie TNFa, le recepteur de I'uroldnase, 
fltl. KDR. PAIl. PAI2, TIMPl. le fragment prolactine 

- les facteurs protegeant centre I't^xiptose, comme la f amille AKT. 

20 - les prot6ines susceptible d'induire une mort ceUulaire, soit actives par elles-m&nes 
comme les caspases. soit de type "pro-drogues" necessitant une activation par d'autres 
facteurs, soit les proteines activant des pro-drogues en agent provoquant une mort 
celhilaire, comme la thymidine kinase du virus herpetique, les d6saminase, permettant 
en particulin^ d'envisago- des therapies anti-canc§reuies, 

25 - les proteines impliqu6es dans les contacts et FadhSsbn inter-cdlulaires : VCAM, 
PECAM, ELAM. ICAM. imegrines. cathenines. 

- les proteines de la matrice extra-cellulaire, 

- les proteines impliquees dans la migration des cellules 

- les proteines de type transduction du signal, type FAX, MEKK, p38 kinase, tyrosines 
30 kinases, serines- threonines kinases, 

- les prot6ines impliquees dans la r6gulation du cycle cellulaire (p21, pi 6, cyclines, ...) 
ainsi que les prot6ines mutantes ou d6rivees dominant nSgatif bloquant le cycle 
cellulaire et pouvant le cas ech6ant induire I'apoptose. 
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- les facteurs de transcription : jun. fos, API, p53,...et lesproteines dela cascade de 
signalisation de p53. 

- les prot6ines de structure de la cellule, comme les filaments interm&Iiaires 
(vimentine, desmine. keratines). la dystrophins les proteines impliqufes dans la 

5 contractflite et le controle de la contractibilit§ musculaire, en partkmlier les prot6ines 
impliquees dans le nietabolisnie calcique et les flux de calcium dans les cellules 
(SERCA, ...). 

Dans les cas de proteines fonctionnant par des systemes ligand et recepteurs, fl est 
envisagable rfutiliser le ligand ou le recepteur (ex. FGF-R, VEGF-R, ,..). On peut 

0 egalement citer des genes codant pour des fragments ou des mutants de proteines de 
ligands ou de recepteurs, notamment des proteines precitees, prfeentant soit une 
activite superieure a la proteine entiere, soit une activite antagoniste, voire meme de 
type " dominant negatif ' par rapport a la proteine initiale (par exemple fragments de 
recepteurs inhibant la disponibilite de proteines circulantes, associes ou non avec des 

5 sequences induisant une s6cr6tion de ces fragments par rapport a un ancrage dans la 
membrane cellulaire, ou tfautres systdmes de modification du trafic intracellulaire de 
ces systemes ligand- recepteurs de fagon a detoumer la disponibilite d'un des elements) 
soit meme poss&lant une activite propre distincte de celle de la proteine totale (ex. 
ATF). 

3 Parmi les autres proteines ou peptides pouvant etre secretes par le tissu, il 

est important de souligner les anticorps, les fragments variables d'anticorps simple 
chaine (ScFv) ou tout autre fragment d'anticorps possedant des capacites de 
reconnaissance pour son utilisation en immunotherapie, par exemple pour le traitement 
des maladies infectieuses, des tumeurs, des maladies auto-immunes teDes que la 

5 sclerose en plaques (anticorps antiidiotype), ainsi que les ScFv se fixant sur les 
cytokines pro-inflammatoires telles que par exemple ILl et TNFa pour le traitement 
de rarthrite rhumatoide. D'autres proteines d'interet sont, de fagon non limitative, des 
recepteurs sohibtes, comme par exemple le recepteur CD4 soluble ou le recepteur 
soluble du TNF pour la thferapie anti-HIV, le recepteur TNFa ou le recepteur soluble 

) ILl pour le traitement de Farthrite rhumatoMe, le recepteur soluble de racetylcholine 
pour le traitement de la myasth&ue ; des peptides substrats ou inhibiteurs d'enzymes. 
ou bien des peptides agonistes ou anlagonistes de r&epteurs ou de proteines 
d*adh6sk)n comme par exemple pour le traitement de I'asthme, de la thrombose de la 
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rest&iose. des metastases ou de rinflammation ; des prot6ines artifidelles, chim^ues 
ou tronquees. Paraii les hormoiies d'int6net essentiel on peut dter I'insuline dans le 
cas du diabete, rhormone de ccoissance et la calcitonine. On peut dter encore des 
prot^ines capables d'induire une immunite anthumorale ou stimuler la r^nse 
5 immunitaire {IL2. GM-CSF. IL12. etc.). Enfin on peut cher les cytokines qui 
diminuait la reponse Thi telles que ILIO, IL4 et IL13. 

Les nombreux exemples qui prec&lent et ceux qui suivent illustrent 
r^tendue potentielle du champ d'an>lication de la presente invention. 

1® L'acide nucleique therapeutique peut 6galement etre un gene ou une 

sequence antisens. dont I'expression dans la cellule cible permet de controler 
rejqMiession de gdnes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences 
peuvent, par exemple. etre transcrites dans la ceUule cible en ARN complementaire 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine. seton la technique 

15 decrite dans le brevet eun>p6en n" 140 308. Les th&apeutiques comprennent 
6galement les sequences codant pour des ribozymes. qui sont capables de dfitruire 
s6Iectivem«it des ARN dbles (brevet europeen n" 321 201). 

Comme indique plus haut, l'acide nucleique peut egalement compofter un 
ou plusieurs genes codant pour un peptide antigenique. capable de generer chez 

20 rhomme ou I'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de raise en 
oeuvre, I'invention permet done la realisation soit de vacdns, soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a I'homme ou a I'animal, notamment contre des 
ntoorganismes, des virus ou des cancers. U peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HTV, du virus de I'hepatite 

25 B (Ixevet europfen n" 185 573). du virus de la pseudo-rage, du « syndtia forming 
virus*, d'autres virus ou encxxe d'antigdnes specifiques de tumeurs comme les 
proteines MAGE (brevet europeen n* 259 212). telles que les proteines MAGE 1. 
MAGE 2, ou des antigenes pouvant stimuler une reponse anti-tumorale telles que des 
proteines heat shock bact^ennes. 

30 . 

Pr^&entiellement. l'acide nucleique comfxend 6galement des sequences 
pamettant et/ou favorisant I'&qKesskui dans le tissu du g^ th&apeutique et/ou du 
g&ie codant pour le peptide antig&iique. II peut s'agir des s6quaices qui sont 
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naturellement responsables de Te^qpression du gene consid^ brsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule transfectee. II peut egalement s'agir de 
sequences d'origine differente (responsables de Te^qiression d'autres protgines, ou 
mgme sjynthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
5 eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire transfecta:. Parmi les promoteurs eucaryotes, on 
peut utiliser tout promoteur ou sequence derivee stimulant ou reprimant la 
transcription dun gene de fagon specifique ou non, forte ou faible. II peut s'agir en 
particulier de promoteurs ubiquitaires (HPRT, vimentine, a-actine, tubuline, etc.) , de 

10 promoteurs de g&ies therapeutiques (type MDR. CFTR, etc.), de promoteurs 
specifiques de tissus (type promoteurs des genes de la desmine, des myosines, de 
creatine kinase, de phophoglycerate kinase) ou encore de promoteurs repondant a un 
stimulus tels que des promoteurs repondant aux hormones natureUes (receptetir des 
hormones steroMes, recepteur de I'acide retinoYque, etc.) ou m promoteur regule par 

15 les antihk)tiques (tetracycline, rapamycine, etc ), de promoteurs repondant a un regime 
alimentaire comme les promoteurs repondant aux fihrates, ou d'autees promoteurs 
repondant a d'autres molecules d'origine xiaturelle ou synth6tique. De meme, fl peut 
s'agir de s^qu^ices promotrices issues du genome d'un virus. A cet 6gard, on peut 
Cher par exemple les promoteurs des g&ies EIA de Tadfenovirus, MLP, ou de 

20 promoteurs issus des g&iomes des virus CMV, RSV, SV40, etc. II peut s'agir de 
promoteurs inductibles ou repressibles. En outre, ces sequences d'expression peuvent 
6tre modifiees par addition de sequences deactivation, de regulation, permettant une 
expression conditionnelle, transitoire, laie expressfon tissu-sp6cifique ou majoritaire, 
etc. 

25 Par ailleurs, I'acide nucleique peut egalement con^rter, en particulier en 

amont du gene th&apeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
syathetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique. mais il peut egalement s'agir 
de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 

30 L'acide nucleique peut egalement comports une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la cellule, comme par 
exemple les peroxisomes, les lysosomes. et les mitochondries pour le traitement par 
exemple des maladies genetiques mitochohdriales. 
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D'autres gdnes presentant un int&St ont et6 notamment decrits par 
McKusick, V.A. Mendelian Onheritance in man, catalogs of autosomal dominant, 
autosomal recessive, and X-linked phenotypes. Eighth edition. John Hopkins 
University Press (1988)), et dans Stanbury, J.B. et aL fThe metaboKc basis of inherited 
5 disease, Fith edition. McGraw-HiU (1983)). Les genes d'inter€t recouvrent les 
proteines impliquees dans le metabolisme des acides amines, des lipides et des autres 
constituants de la celltile. 

On peut ainsi citer de maniere non limitative les g&ies associes aux 
nnaladies du metabolisme des carbohydrates comma par exemple fructose- 1-phosphate 
10 aldolase, fructose- 1,6-diphosphatase, gIucose-6-phosphatase, a-l,4-glucosidase 
lysosomale, amylo-l,6-glucosidase, amylo-(l,4 :l,6)-transglucosidase, phosphorylase 
musculaire, phosphofructokinase musculaire, phosphorylase-l>kinase. galactose-1- 
phosphate uridyl transferase, toutes les enzymes du complexe pyruvate 
deshydrogenase, pyruvate carboxylase, 2-oxoglutarate glyoxylase carboxylase, D- 
15 glycerate dehydrog^ase. 

On peut 6galement citer : 

- les genes associes avec des maladies du metabolisme des amino-acides comme 
par exemple phenylalanine hydroxylase, dihydrobiopterine synthetase, tyrosine 
aminotransferase, tyrosinase, histkiinase, fumarjdaceto-acetase, glutathion synthetase, 

20 7-glutamykysteine synthetase, omithine-S-aminotransferase. carbamoylphosphate 
synthetase, ornithine carbamoyltransf&rase, argininosuccinate synthetase, 
argininosuccinate lyase, arginase, Uysine dehydrogenase, L-lysine ketoghitarate 
reductase, valine transaminase, leucine isoleucine transaminase, decarboxylase des 2- 
ceto-acides a chame ramifiee, isoval&yl-CoA dehydrogenase, acyl-CoA 

25 dehydrogenase, S-hydroxy-S-methylglutaryl-CoA lyase, acetoacetjd-CoA 3- 
ketothiolase, propionyl-CoA carboxylase, methylmatonyl-CoA mutase, 
ATP ;cobalamine adenosyltransferase. dihydrofolate reductase, methjifine 
tetrahydrofolate reductase, cystathionine p-synthetase, le complexe sarcosine 
deshydrogenase, les proteines appartenant au systdme de clivage de la glycine, p- 

30 alanine transaminase, camosinase sarique. homocamosinase cerebrale. 

- Les genes associes avec des maladies du metabolisme des graisses et des ackles 
gras, comme par exemple lipoproteine lipase, apolipoproteine C-II, apolipoproteine E, 
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d'autres apolipoptotSines, tecithine diolest6rolacj*raiisf6rase, i^cepteur des LDL, 
st&ol hydroxylase du foie, « acide phytanique » a-hydraxylase. 

- Les g&ies assodSs avec des dSBciences lysosomales. comme par exen^Ie a-L- 
iduronidase lysosomale, iduronate sulfatase ^somale. heparan N-suHatase 
5 lysosomale, N-ac§tayl-a-D-gliu»saniinidase Jysosomale, acetyl-CoA : a-glucosamine 
N-acetyhransferase lysosomale, N-acetyl-a-D-ghicosamine 6-sulfotase lysosomale. 
galactosamine 6-siilfate sulfatase lysosomale. P-galactosidase lysosomale, arylsulfetase 
B lysosomale, p-glucuronidase tysosomale. N-acetylghicosaminyl-phosphotransferase, 
a-D-maimosidase lysosomale, a-neuraminidase lysosomale, a:^arty]gtycosaminidase 

10 lysosomale, a-L-fucosidase lysosomale, lipase acide lysosomale, ceramidase acide 
lysosomale. sphingomyelinase lysosomale. glucocerehrosidase fysosomale et 
galactocerebrosidase lysosomale. galactosylceramidase lysosomale. arylsulfetase A 
lysosomale, a-galactosidase A, P-galactosidase acide lysosomale, chanie a de 
rhraosaminidase A lysosomale. 

15 On peut egalement dter, de fagon non restrictive, les genes associes avec 

des maladies du metaboltsme des st6roaes et des Iqrides, les genes a^oci& avec des 
maladies du m^abolisme des purines et des pyrimidines, les genes associfc i des 
maladies du mfetabolisme de la porpl^rine et de I'hSme, les genes assocife k des 
maladies du metabolisme du tissu coigonctif, des s et des os ainsi que les g&ies 

20 associes avec des maladies du sang et des organes h&natopoigtiques, des muscles 
(myopathie), du systdme nerveux (maladies iieurod6^&ratives) ou de I'appareO 
circulatoire (traitement des isch6mies et de la st6nose par exemple) et les gdnes 
impliquSs dans les maladies g6n6tiques mitochondriales. 

Dans le proced6 suiyant I'invention, I'acide nucl^que peut Stre associg k tout 

25 ^ type de vecteurs ou toute combinaison de ces vecteurs permettant d'ameliorer le 
transfert de geaes. par exstaple, de fagon non limitative, a des vecteurs tels que des 
virus, des agents synthetiques ou biosynthfetiques (par exemple Iqndiques. 
polypeptidiques. glycosidiques ou polym6riques). ou encore des Mies propulsfies ou 
non. Les acides nucleiques peuvent aussi etre injectes dans un tissu qui a ete soumis i 

30 un traitement visant a ameUorer le transfert de genes, par exemple un traitement de 
nature pharmacologique en application locale ou systemique, ou un traitement 
enzymatique, perm6abilisaut (utilisation de tensioactifs). chirurgical. m6canique. 
thermique ou physique. 
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L'avantage de I'utilisation de rstectiotransfert en thgrapie gSnique reside 
dans la security apport^e par le traitement locaUte i I'utilisation de champs 61ectriques 
locauxetdhl^ 

De par la securite liee k I'utilisation de dian^ ^les. la prSsente 
5 invention pourrait s'appliquer au niveau du muscle caidiaque pour le traitement de 
cardiopathies, par exemple en utilisant un defibrilateur adapte. Elfe pouirait s'appliquer 
aussi au traitement de la restenose par I'expression de genes inhilMteurs de la 
inoliferation des cellules musculaires lisses comme la prot^ine GAX. 

La combinaison de champs peu intenses et de dur^ d'administration 
10 tongues appliquee aux tissus in vivo ameUore la transfection des acides nucteiques sans 
amenar de det&iorations notables des tissus. Ces resultats ameliorent le rendement des 
transferts d'ADN dans le cadre de la therapie genique mettant en oeuvte les acides 
nucleiques. 

En consequence, le iMocede selon I'inventton permet, pour la premiere 

15 fois. d'envisager de produire par therapie genique un agent a des doses physiologiques 
et/ou therapeutiques, soit dans les tissus. soil secrete dans leur voisinage ou dans la 
circulation sanguine ou lymphatique. De plus, le proc6de selon I'invention permet, 
pour la premi&B fbis, la niodulation fine et le contrdle de la quantitfe efficace de 
transgene ejqjrimg par la possihilite de modulo- le vohune du tissu a transfecta-, par 

20 exemple avec des sites multiples d'administratton, ou encore la possihilite de moduter 
le nombre. la forme, la surfece et la diqwsition des electrodes. Un SSsnent de conttole 
supplementaire ptovient de la possibilit6 de moduler refficadtS de la transfection par 
la variation de I'intensit^ de chanq). du nombre de la dur6e et de la frequence des 
impulsions, et evidemment suivant I'etat de I'art. la quantity &. le volume 

25 d'administration des acides nucleiques. On pent ainsi obtenir un niveau de transfection 
appropri^ au niveau de production ou de secretion desir§. Le proc&i6 pamet enfin un 
surcroit de securite par rapport aux methodes chimiques ou vitales de transfert de 
g&ies in vivo, pour lesqueUes I'atteinte d'organes autres que I'organe cibte ne pent pas 
etre totalement exclue et maitrisee. En effet, le precede sebn I'invention permet le 

30 controle de la localisation des tissus transfect6s (strictement Uge au vohune de tissu 
soumis aux impulsions electriques locales) et apporte done la possibilit§ d'un retour k 
la situation initale par I'ablation totale ou partielle du tissu torsque cela est rendu 
possible par le caractere non vital de ce tissu et par ses capacites de r^genaation 
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comme dans le cas du foie ou du muscle^ Cette grande souplesse d'utilisation p&toet 
d'optimiser le proc&ife suivant I'espdce animale (applications humaiMS et v§terinaires). 
I'age du sujet, son 6tat physiologique el/ou patfaologique. 

Le precede selon Tinvention pennet» en outre, pour la prem&e fois. de 
5 transfecter des acides nucieiques de grande taffle contrairement aux methodes virales 
qui sent limit6es par la taille de la capside. Cette possihilit6 est essentielle pour le 
transfert de genes de tres grande taiUe comme cehii de la dystrophine ou de g&ies 
avec des introns et/ou des elements regulateurs de grande taille, ce qui est necessaire 
par exemple pour une production physiologiquement regulee d'hormones. Cette 
10 possibility est essentielle pour le transfert d'episomes ou de chromosomes artificiels de 
levure ou de minichromosomes. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer de maniere non limitative 

rinvendon. 

15 Dans ces exemples, on se r6fgrera aux figures suivantes : 

• Figure 1 : Effets d'impulsions electriques d'intensite de champ eleve sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL2774 dans le muscle tibial cranial chez la 
souris; valeurs moyennes + SEM» 

• Figure 2 : Effets d'inqpulsions electriques d'intensite de champ intermediaire sur la 
20 transfection d'ADN plasmidique pXL2774 dans le muscle tibial cranial chez la 

souris; valeurs moyennes + SEM, 

• Figure 3: Effets d'inr5)ulsions aectriques d'intensite de champ faible et de 
differentes durdes sur la transfection d'ADN plasmidique pXL2774 dans le muscle 
tibial cranial chez la souris; valeurs moyennes + SEM, 

25 • Figure 4: Effets d'impulsions electriques d'intrasitfe de champ faible et de 
differentes durees sur la transfection d'ADN plasmidique pXL2774 dans le muscle 
tibial cranial chez la souris; valeurs moyennes + SEM, 

• Figure 5 : Efficacite de I'electrotransfection de 1' ADN plasmidique pXL2774 dans 
le muscle tibial cranial de la souris aux intensites de champs electriques faibles : 

30 valeurs moyennes + SEM. 

• Flgure_6: Carte des plasniidespXL3031etpXL3010. 
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Exemple 1 : Experience ^ectuee dans les conditions de Tetat de la teduiique 
anterioire dans laqudle les diamps electriques se montrent inhibiteura de la 
transfection 



Les conditions standards d'electroporation, telles que celles utilis6es dans 
I'art anterieur et qui ont ete discutees ci-avant. ont ete testfes et se sont aver6es dtre 
inefficaces. voire meme avoir une action inhiWtrice sur le transert d'acides micleiques 
(ADN plasmidique) dans le muscle strie. 

Materiel et Methodes - Conditions operatoires generates 



Dans cet exemple, les produits suivants ont ete utilises : 
ADN pXL2774 (brevet PCT/FR 96/01414) est un ADN plasmidique 
15 comportant le gene rapporteur de la hiciferase. Les autres produits sont dispomT)les 
aupres de foumisseurs du comm^ : Ketamine, X>4a2ine, S&iun physiologique 
(NaC10,9%). 

Un oscilloscope et un gen&rateur ^impulsions electriques (rectangulaires ou 
carries) du commerce OElectro-pulsateur PS 15. Jouan. France) ont ete utilises. Les 
20 61ectrodes utilisees sont des Electrodes plates en acier ino^qrdable distantes de 5.3 mm. 

L'experience est realisee diez la souris C57 BV6. Les souris i»ovenant de 
diff erentes cages sont rSparties au hasard avant I'exp&ience ("randomisation"). 

Les souris sont anesthesiees par un melange ketamine, xjrlazine. La solution de 
plasmide (30 |xl d'une solution a 500 jxg/ml de NaCl 0.9%) est iojectfe 
25 longitudinalement a travers la peau dans le muscle tibial cranial des pattes gauche et 
droite a Taide d'une seringue hamilton. Les deux Electrodes sont enduites d'un gel 
conducteur et la patte injectee est placee enire les electrodes au contact de celles-ci. 

Les inq)idsions electriques sont appliquees p«pendiculairement k Taxe du 
muscle a Faide d*un generateur d'impulsions canrees, une minute apres Tinjection. Un 
30 oscilloscope permet de controler I'intensite en Volts (les valeurs indiquees dans les 
exemples representent les valeurs maximales), la duree en millisecondes et la frequence 
en hertz des impulsions delivrees, qui est de 1 Hz. 8 impulsfons consecutives sont 
delivrees. 
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Pour revaluation de la transfection du muscle, les souris sont euthanasiges 7 
jours apres radministration du plasmide. Les muscles tibial CTanial des pattes gaucbe et 
droite sont alors preleves, pes6s. mis dans du tampon de lyse et broyfe. La suspension 
obtenue est centrifugee afin d'obtenir un sumageant clair. U mesute de I'activitfe 
5 lucif6rase est r6aUs6e sur 10 ^1 de sumageant a I'aide dhm luminometre du commerce 
dans lequel le substrat est ajout6 automatiquement k la solution L'intensit6 de la 
reaction lumineuse est donnee en RLU (Relative Luminescence Unit) pour un muscle 
connaissant le volume total de suspension. Chaque condition experimentale est testae 
sur 10 points : 5 animaux injects en bilat6raL Les comparaisons statistiques sont 
10 r^sees h 1 'aide de tests non parametriques. 

Resultate et Hispii.«giinn 

Deux figures, dont I'echelle est lineaire ou logarithmique, illustrent les 
15 r^suhats. 

Dans cette premiere exp&ience on a test6 les efBets d'un champ electrique de 
800 a 1200 Vohs/cm qui permet Mectroporation de tumeurs (Mir et aL Eur. J. Cancer 
27. 68. 1991). 

On constate, d'aprds la figure 1. que, relativement au groupe contrite, oti 
20 I'ADN est injectg sans impulsion glectrique : 

• avec 8 inqnJsionsde 1200 Volts/cm etdWdureede 0,1 msec, la valeurmoyenne 
de Tactivite luciferase est beaucoup plus faible, 

• avec des impulsions de 1200 Volts/cm et de 1 msec, 3 animaux sont morts, la 
valeur moyenne de TactivitS lucif&ase est beaucoup plus faible, 

• avec des impulsions de 800 VoWcm et de 1 msec la valeur moyenne de I'activite 
luciferase est aussi significativement r6duite. 

La plupart des muscles ayant subi Taction du champ aectrique sont visiblement 
alteres (friables et d'aspect blanchStte). 

Exemple 2 : experience d'electrotransfert d'addes nud€iques a des champs 
dectriques mod^£s 
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Ctette exp6rience est rta]is6e avec des souris C57 BV6. Mis a 
chanip 6Iectrique des impulsions et leur durfie. les conditions de realisation sont oelles 
de I'exemple 1. 

Les rfesultats sont montr6s k la figure 2. On reproduit le rtsultat de Vexetaple 1. 
c'est-a-dire I'effet inhibiteur d'une s§rie de 8 impulsions Sl 800 Volts/cm d'une dur^e 
de 1 msec sur I'activite luciferase detectee dans le muscle. Avec un champ de 
600 VoWcm, on observe la meme inhibition et la merae alteration du tissu musculaire. 
Par contre, de fason remarquable et surprenante. la diminution du voltage permet 'de 
ne plus ah&er visiblement les muscles, et, de plus. S 400 et 200 Volts/cm le niveau de 
transfection des muscles est en moyenne sup6rieur a celui obtenu sur les muscles non 
soumis k un champ. II est a noter que. relativement au groupe temoin (non soumis i un 
champ aectrique). la dispersion des valeurs de I'activite luciferase est diminuee a 
200 Volts/cm (SEM = 20.59% de k valeur moyenne contre 43.32% en I'absence de 
champ aectrique (figure 2A)). 



20 
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30 



Example 3 : experience d'41ectrotransfert d'addes nud^ques avec des 
impulsions de foible intensity de champ montrant une tr^ forte stimulation de 
i'expresaon du transgene 

Cette experience est rgalisee avec des souris C57 Bl/6. Mis a part Tintensite de 
champ electrique des impulsions et leur dur^ et le feit que les impulsions sont 
deHvrees 25 secondes apres I'injection de 1* ADN. les conditions de liafisation sont 
celles des exemples precedents. 

l£S resuhats sont montres a la figure 3. U valeur moyenne de I'expression du 
transg^ hicifferase est nettement augmentee avec une duree d'impulsion de 20 msec k 
100 Volts/cm. et a partir d'une duree d'impulsion de 5 msec k 200 Volts/cm. 

Cette e:»q)erience montre aussi clairement que la valeur moyenne de l'activit6 
luciferase obtenue par electrotransfection de 1' ADN dans le muscle est une fonction de 
la duree des impulsions 61ectriques, lorsqu'on empbie des voltages de 200 et 100 
Vohs/icm. On note aussi que la dispersion des valeurs est notablement r6duite pour les 
groupes de muscles electfotransfect6s (figure 3A). En I'absence d'inqnJsions 
aectriques (controle). la SEM represente 77.43% de la valeur moyenne alors que la 
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SEM relative de la moyenne est rfiduite a 14% (200 Voits/cm, 5 msec), 41,27% (200 
Volts/cm, 20 msec) et entre 30% et 48% pour r61ectrotransfert k 100 Volts/cm de 
champ electrique. 

Dans la meiUeure condition de cette exp&ience, on amaiore par un fecteur de 
5 89,7 I'expression du transg&ie par rapport au contrdle iigecte en I'absenoe 
d'impulsiQns electriques. 



10 



Exemple 4 : experience d'electrotransfert d'addes nucleiques dans le muscle a 
200 Volts/cm montrant une augmentation de Texpression du tnmsgene d*un 
facteur superieur a 200 



Cette experience est effectuee chez les souris DBA 2. avec des impulsions 
electiiques d'une intensity de champ de 200 Volts/cm et de duree variable, les autres 
15 conditions de cette exp&ience 6tantcelles de r exemple 3. 

Get exemple confirme qu'i 200 Volts/cm la transfection de I'activite hiciferase 
est augments a partir d'une dur6e d'impulsion de 5 msec puis continue k ctoilre pour 
des durees phis tongues (figures 4 et 5). U encore, on observe avec 
rSlectrotransfection une reduction de la variahilit6 inter-individuelle indiqu6e par la 
20 SEM par rapport au contrfile non aectrotransfiecte (la valeur relative de la SEM est 
egale a 35% pour le contrdle et 25, 22, 16. 18. 16 et 26% pour des s&ies d'impulsions 
de 1, 5. 10. 15. 20 et 24 msec respectivement). 

Dans la meilleure condition de cette experience, on amSUore par un facteur de 
205 I'expression du tran^ene par rapport au controle injecte en I'abeence 
25 d'impulsions 61ectriques. 



Exemple 5 : eflicacite de raectrotnmsfert d'addes nudeiqucs en fonction du 
produit «nombre des impulsions x intensite du champ x duree de chaque 
30 impulsion » 

U figure 5 exemplifie I'importance du paramdtre correspondant au produit 
« nonibre des impulsions x intensite du champ x duree de chaque impulsion ». Ce 
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paramdtre conespond en fait ^ l'int§grale.«i fonction du temps de la fonction qui 
decrit la variation du champ 61ectrique. 

La tepr&entation en figure 5 des r6sultats obtenus au cours des e^qperknces 2, 
3 et 4 avec des intensit^s de dmnp aectiique de 200 V/cm. 100 V/cm ou en absence 

5 des champs electriquesmontre que I'efficacitfedetransfectionaugmente en fonction du 
produit de la durfe totale d'exposition au champ electrique par I'intensitS de champ. 
Un effet de stimulation est obtaiu pour une valeur supfirieure i 1 kVxmsec/cm du 
produit « champ electrique x durfe totale des inq)ulsions ». Selon un mode pr^^, 
une stimulation est obtenue pour une valeur sup6rieure ou egale k 5 kV^msec/cm du 
10 produit* champ electrique xdurfe totale des impulsions*. 

Dans tes exemples qui suivent. I'electrotransfert d'acides nucleiques au moyen du 
proc6d6 seton I'invention a ete teste sur differentes tumeurs soit d'origine humaine 
implant6e sur des souris nude (immunodfeficientes) soit d'origine murine implantees sur 
des souris C57BV6 (immunocomp6tentes). 



15 
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Exemple 6 : experience d'electrotnmsfert d'addes nucleiques daiis des tumeura 
pulmonaires humaines H1299 



L'experience est r6alisee chez la souris nude femelle de 18 i 20g. Les souris 
sont implantfies monolateralement avec des greffons de tumeurs H1299 de 20mm^ Les 
tumeurs se dSvdoppent pour atteindre un volume de 200 & 300mm^ Les souris sont 
triees en fonction de leurs tailles tumorales et rgparties en tots homogenes. Les souris 
sont anesth6siees avec un melange Ketamine. Xylazine. La sohitfon de plasmide (40|il 
d'une solution i 250ng/ml ADN dans NaCl 20mM. 5% ghioose ) est iigectSe 
longitudinalement au centre de la tumeur i I'aide d'une seringue Hamfltoa Les faces 
laterales de la tumeur sont enduites de gel conducteur et la tumeur est plac6e entte les 
25 deux electrodes. Les electrodes sont des 61ectrodes plates en ader tnoxidable distantes 
de 0.45 a 0.7 cm. Un oscilloscope et un generateur d'impulskms 61ectriques 
(rectangulaires ou carries) du commerce (Electro-pulsateur PS 15. Jouan, France) ont 
ete utilises. 

Dans cet exemple le plasmide utilise est le plasmide pXUOSl (Figure 6) 
30 comportant le g^ codant pour la ludf&ase (cytoplasmique). Le plasmide pXUOSI 
est un vecteur d6riv6 du vecteur pXL2774 (WO97A0343) dans lequel le gene luc+ 
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codant pour la luciferase de Photinus ovraBs modifi6e (cytoplasmique) provenant de 
pGUbasic (Genbank: CVU47295) a 6t6 inttoduit sous conttdte du promoteur 
provenant de la region precoce du cytomegalovirus humain (hCMV IE, Goibank 
HS5IEE) et du signal de poljr-adeiqFlation de la region tardive du vkus SV40 
5 (Genbank SV4CG). 

Les impulsions Sectriques sort appliqu6es i I'aide d'un generateur 
d'impulsions carrfes, 20 4 30 sec aprfes I'injectfon. Un osdlbscope permet de 
controler I'intMisite en Volts, la durte en millisecondes et la frequence en hertz des 
impulsions delivr§es soit 200 a 800 VoltsAan, 20 msec et 1 hertz. 

0 Pour revaluation de la transfection tumorale. les souris (10 souris par 

conditions) sont euthanasiees 2 jours apres I'injection du plasmide. Les tumeurs sort 
prelevees pesees et broyees dans un tampon de lyse. La suspension obtenue est 
centrifugee afin d'obtenir un sumageant clair. L'activite luciferase est mesuree dans 10 
1x1 de sumageant a I'aide d'un luminometre du commerce dans lequel le substrat est 

5 ajoutfe automatiquemert. Les r&ultats sort exprimes en RLU (Relative light Unit) 
totaux par tumeurs. 

Dans cet exenq)Ie, deux series d'exp&iences ort ete realisees pour determiner 
I'effet de rintensit6 du champ 61ectrique sur I'efficacite de la transfection dansles 
tumeurs pulmonaires humaines H1299, Dans une premi&e s&ie d'e;q)eriences. des 
Q irtensites de champ electrique de 200 a 500 Vohs/cm ont 6te testees. Dans une 
deuxieme serie d'expariences. des irtensites de diamp electrique variart de 400 & 800 
Volts / cm ont ete testees. 
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Experience 1 


Experience 2 


Volt/cm 


Moyenne 


SEM 


Moyenne 


SEM 


0 


32,8 


±6.8 


44.7 


± 10,2 


200 


129.7 


±39.1 






300 


585.0 


± 134.8 






400 


5 266.6 


± 1 473,8 


8 488.2 


±3 881,7 


500 






14 201,6 


±6162,6 


600 






7401.0 


±5 323.1 


800 






11 884.1 


. ±4 048.3 



1 : Effet d'impulsions electriques de differentes intensity de champs sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des tumeurs humaines H1299 
5 (carcinomes pulmonaiies non 4 petites ceUules); valeurs moyennes +/- SEM de 
I'activite hiciferase en RLU par tumeur. Conditions : intensity de champ 61ectrique 
V/cm comme indiquee dans le tableau, 8 impulsions de 20 msec, fi^quence 1 Hertz. 

On constate , d'aprfe le tableau 1, que relativement au gtoupe controte ou 
I'ADN est injecte sans impulsion electrique, le transfert de g&ie est augmente d'une 
10 maniere dq)endante de Kntensite du champ Electrique de 200 S 400 Volts/cm pour 
atteindre un plateau cotrespondant au maximum de transfection obtenu dds 500 
volt5/cm. A des voltages phis 61ev6s (600 et 800 voWcm), des briUures cutanees ou 
plus profondes sont obteiues sans toutefois diminuer Teaqiression du transggne. 

L'amplification du transfert de gene obtenue par electtotransfert dans les 
15 tumeutspulmonairesH1299estderordrede240 a320fois. 
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Example 7 : experience d'electrotransfert d'addes nudaiques dans des tumeurs 
humaines de colon Ifr29 

L'ejq^erience est realisee chez la souris nude femelle de 18 k 20g. Les souris 
sent implantees monolateralement avec des greffons de tumeurs HT29 de 20mml Les 
5 tumeurs se developpent pour atteindre un volume de 100 a 200mm^ Les souris sont 
tri&s en fbnction de leurs tailles tumorales et reparties en lots homogdnes. Mis i part 
recartement des electrodes utilise (0,45 cm), les conditions de realisations sont ceDes 
de Vexemple 6, Les rfesultats de deux s&ies d'experiences independantes sont presentes 
dans le tableau 2. 

10 





Experience 1 


Experience 2 


Volt/cm 


Moyenne 


SBM 


Moyenne 


SEM 


0 


4.0 


±1.8 


0,6 


±0,3 


400 


16,0 


±5,4 






500 


14.1 


±7.6 


5,5 


±3,6 


600 


24,2 


±9,2 


14,6 


±6,4 



Tableau 2 : Effet d'impulsions 61ectriques de differentes intensites de champ sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des tumeurs humaines HT29 
(adenocarcinomes de colon); valeurs moyennes +/- SEM de Tactivite hiciferase » 
15 RLU par tumeur. Conditions : intensite de diamp 61ectrique V/cm comme indiqu6e 
dans le tableau, 8 impulsions de 20 msec, frequence 1 Hertz. 

Comparativement aux groupes controles sans electrotransfert, Tapplication 
d'un champ electrique d'une intensite de 600 volts/cm permet d'atteindre un taux de 
20 transfection optimal quelque soit le niveau de base de transfection sans 
electrotransfert. L' amelioration de la transfection est d'un facteur 6 4 23 fois 
respectivement, et est relativement similaire de 400 a 600 Volts/cm. 
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Example 8 : experience d'electrotransfert d*acides nudeiques dans dcs 
fibrosarcomes murins 

L'exp&ience est r6alis6e chez la souris C57BV6 de 18 k 20g. Les souris sont 
5 implantees tnonolateralement avec 1 x 10* celhiles LPB dans lOOjxl de milieu MEM 
sans sfenim. Les tumeurs se dSvelopent pour aUeindre un volume de 100 a 200mm^. 
Les souris sont tri6es en fonction de leurs tailles tunK>rales et reparties en lots 
homogenes.Les conditions de realisations de rexperience sont celles de Texemple 6. 

Les resultats de deux series d'experiences independantes sont presentes dans le 
10 tableau 3. 





Expmence 1 


Experience 2 


Volf/cm 


Moyenne 


SEM 


Moyenne 


SEM 


0 


0.6 


±0.3 


0.4 


±0,1 


300 


26.3 


±14,8 


11,6 


±4.6 


400 


42.5 


+ 31.2 


10.4 


+ 3.5 


500 


17,0 


±12,8 


6.0 


±1,8 


600 






11.0 


±7,1 



Tableau 3 : Effet d'inpulsions electriques de difterentes intensites de champ sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des fibrosarcomes murins; valeurs 
15 moyennes +/- SEM de Tactivitfe hicif&rase en RLU par tumeur. Conditions : intensity 
de champ electrique V/cm conune indiquee dans le tableau. 8 impulsions de 20 msec, 
frequence 1 Hertz. 
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Comparativement aux groupes contrdles sans 61ectrotransfet, I'application 
d'un champ 61ectrique d'une intensite de 300 a 600 Volts/cm permet d'ameliorer le 
transfat de gene d'un facteur 30 i 70 , quelque soit le voltage appliqu6. 



5 Exemple 9 : exp^ence d'electrotransfert d'addes nudaques dans des 
melanomes B16 murins 

L'experience est realisee chez la souris C57BV6 de 18 a 20g. Les souris sont 
implantees monolateralement avec des greffons de tumeurs B16 de 20mml Les 
tumeurs se developpent pour atteindre un volume de 200 a 300^lm^ Les souris sont 
10 triees en fonction de leurs tallies tumorales et reparties en lots homogenes. 

Les conditions de realisations de Texperience sont celles de I'exemple 6. 
Les resultats sont presentes dans le tableau 4. 





Experience 1 


Volf/cm 


Moyenne 


SEM 


0 


1.3 


±0,7 


300 


14,3 


±7.6 


500 


32,2 


±12.6 


600 


17,2 


±6.2 



15 Tableau 4 : Effet d'impulsions 61ectriques de difiterentes intensit6s de champ sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des melanomes murins B16; valeuis 
moyennes +/- SEM de I'activite lucifarase en RLU par tumeur. Conditions : intensity 
de chan^ electrique V/cm comme indiquee dans le tableau, 8 impulsions de 20 msec, 
frgquence 1 Hertz. 

20 
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Comparativement au groupe contrdle sans Stectrotransfert, I'appBcation d'un 
champ aectrique d'une intensity de 500 Vohs/cm permet d'am6Iiorer le transfert de 
g^e d'un facteur 24. 



5 ExemplelO : experience d'£lectrotransfert d'acides nud^ques dans des 
tumeurs 3LL murines 

L'exp6rience est realisee chez la souris C57B1/6 de 18 a 20g. Les souris sont 
implantees monolateralement avec des greffons de tumeurs 3LL de 20mm^ 

U taille des tumeurs transfect6es obtenues cinq jours aprSs I'implantation est 
0 de 30 mm^ Less conditions de realisations de I'experience sont cdles de VexBtaph 6. 
Les resuhats sont presrates dans le tableau 5. 



Volt/cm 


Moyenne 


SEM 


0 


0.1 


±0,04 


300 


3.7 


±2,9 


.500 


470.5 


± 237.6 


600 


53.3 


±23.9 



Tableau 5 : ECfet d'impulsions 61ectriques de differentes intensites de champ sur la 
15 transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des carcinomes pulmonaires murins 
3LL; valeurs moyennes +/- SEM de I'activite ludferase en RLU par tumeur. 
Conditions : intensity de champ 61ectrique V/cm comme indiquSe dans le tableau 8 
impulsions de 20 msec, frequence 1 Hertz. 



20 



L'application d'un champ eiectrique d'une intensite de 500 Volts/cm permet 
d'augmmter I'ejqHiession du tnmsg&ie d'un facteur 3885. 
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Ces r6sultats remarquables sont a mettte en relation avec le feit que ces 
tumeurs sont trds peu transfectables par 1' ADN lorsque PADN est simplement injecte 
sans Slectrotransfert 



5 Example 11 : experience d'aectrotransfert d'addes nudeiques dans des tumeuns 
pulmonaires humaines H1299, elfet sur la secretion dans le plasma de la 
phosphatase alkaline humaine seoretee. 

Dans cet example, 1' ADN pXLSOlO (figure 6) utilise est un ADN plasmidique 
comp<Mtant le gene codant pour la phosphatase alkaline humaine placentaire secretee. 

10 Le plasmide pXL3010 est un vecteur d&ive de ColEl dans lequel le gdne 

codant pour la phosphatase alcaline searetee provenant de pSEAP-basic (Clontech, 
Genbank: CVU09660) a 6t6 introduit sous contrdle du promoteur CMV provenant du 
plasmide pCDNA3 (Invitrogen, Pays-Bas) et du signal de poly-aden)dation de la 
region tardive du vims SV40 (Genbank SV4CG). 

15 L'e;q>6rience est realisee chez la souris nude de 18 a 20g. Las souris sont 

implantees monolateralement avec des greffons de tumeurs H1299 de 20mm^ Les 
tumeurs se developpent pour atteindre un vohime de 200 a 300mm^ Les souris sont 
triees en f onction de leurs tailles tumorales et iieparties en lots homogenes. 

Les tumeurs sont transfectees dans les conditfons de realisatbns de Fexemple 6 
20 avec cependant une seule condition de voltage soit de 500 Vohs/cm, 20 msec et 1 
hertz. 

Les dosages de la phosphatase alkaline sont realises dans le plasma a Taide du 
kit Phospha-light (Tropix) au jour Jl, 32 et J8 aprds la transfectton avec ou sans 
61ectrotransfert, Les r6sultats sont present^ dans le tableau 6. 
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Phosphatase alkaline dans le plasma 


Prelevement 


0 Volt/cm (MOYW> SEM) 


500 Volte/cm (MOY-f /• SEM) 


Jl 


1.42±0.07 


8, 90 ± 1. 74 


J2 


1,40±0.01 


9.04±1.55 


J8 


1,31 ±0.01 


1. 67 ± 0. 12 



5 Tableau 6 : Effet d'impulsions 61ectriques de diff6rentes intensites de champ sur la 
secretion d'une proteine exogene: la phosphatase alkaline humaine secretee suite & la 
transfection d* ADN plasmidique pXL 3010 dans des tumeurs humaines H1299; 
valeurs moyennes +/- SEM de phosphatase alcaline (ng/ml). Conditions : intensity de 
chanip electrique V/cm comme indiquee dans le tableau, 8 in^nilsions de 20 msec. 
10 frequence 1 Hertz. 



L'ensemble des resuhats presentes dans les exemple 6 a 11 montrent que 
I'electrotransfert d'acides nucleiques dans les conditions du procede selon Tinvention 
permet rfaugmenter de fagon remarquable le niveau expression du transgene, dans 
differents type de tumeurs. De phis , dans le cas d'un transgene codant pour une 
proteine secretee, Tadministration intratumorale du plasmide par electrotransfert 
permet rfaugmenter significativement la concentration plasmatique de la proteine 
s6cr6t6e. 



Exanple 12 : eff^ de raugmentation de la duree des impulaons 
electriques. 



Get exemple ilhistre que Ton peut augmenter la duree unitaire des impulsions 
bien au dela des valeurs testees dans Texmiple 4, 
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Cette exp6rience est r6a]is6e avec des souris C57BV6. U plasmide utilise est 
le plasmide pXL2774. la quantity d'ADN administr^e est de 15 ng. L'61ectropulsateiir 
utilise pour delivrer les inqwlsions electrique dhme duree supferieure k 20 msec est un 
electropulsateur du commerce (Genetronics. module T 820, USA, San Diego, CA). 
5 Les impulsions 61ectriques sont de nomhre et de duree variable mais d'une intensite de 
champ coostante de 200 Volts/cm ; les autres conditions de cette exp&ience sont 
celles decrites dans I'exemple 1. Les resultats sont ix6sent6s dans le tableau 7. 



duree 

Impulsion 
(msec) 


0 


1 


5 


10 


20 


30 


40 


50 


60 


80 


Experience A 
8 impulsions 


11 
±5 


39 
±6 


211 
±26 


288 
±46 


1158 
±238 


1487 
±421 


2386 
±278 








Experience A 
4impu]si(»is 


11 
±5 


26.8 
±6 


123 

±17 


246 

±32 


575 
±88 


704 
±130 




3440 
±1077 






Exp^enceB 
4 impulsions 


15 
±8 












2885 
±644 




2626 
±441 


1258 
±309 



Tableau 7 : valeurs moyennes +/- SEM de I'activite lucif6rase en millions de 
RLU par muscle . N = 10 pour chaque groupe. Conditions electrotransfert : intensite 
de champ 200 V/cm, 8 ou 4 impulsions (dur6e unitaire variable), frequence 1 Hz. 



On constate une augmentation de I'expression du transgene avec I'allongement 
de la durle unitaire des inqnilsions (au moins jusqu'a 40 msec pour une serie de 8 
in:q)ulsions et au moins jusqu'a 50 msec pour une s6rie de 4 impulsions d'une intensite 
de 200 Vohs/cm). Get exenq>le montre que I'optimum de la duree des impulsions 
depend du nombre d'impulsions utilisees et que la duree unitaire des impulsions peut 
atteindre au moins 80 msec, cette valeur de dur6e n'etant pas limitative. 
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Exemple 13 : efiicacite de I'aectrotransfert en fonction du nombre 
d'impulsions Hectriques 

Cette exemple met en Evidence I'effet de I'augmentation du nombte 
d'impulsions electriques sur I'efficadte du transf ert d'acides nud6iques. 

Cette exp&ienoe est r6alis6e avec des souris C57B1/6. Le plasmide utilise est 
le plasmide pXL 2774. la quantity d'ADN administi^ est de 15 ng. Les impulsions 
Electriques sont variables en nombte. La dur6e de chaque impulsion est de 20 msec 
L'intensite de champ est de 200 Volts/cm. Les autres c»nditions de cette ejqjerience 
sont ceUes decrites dans I'exemple 1. Les resultats sont presents dans le tableau 8.. 



Nombre 


0 


1 


2 


4 


6 


8 


12 


16 


impulsions 


















70 


147 


281 


439 


678 


819 


929 


890 


RLU total 


±56 


±26 


±46 


±50 


±129 


±73 


±169 


±137 



Tableau 8 : valeurs moyennes +/- SEM de I'activite lucif6rase en millions RLU 
par muscle. N = 10 par groupe. Conditions : intensite de champ 200 V/cm. nombre 
variable d'impulsions de 20 msec, fiiequence 1 Hz. 



On observe que I'expression de la luciferase augmente de manigre ties 
importante des I'appUcation d'une seule impulsion, et qu'eUe continue d'augmenter en 
fonction du nombre d'impulsions. U apparait ainsi que la variation du nombre 
d'impulsions deUvrees est un moyen de moduler I'efficacite du transfert d'acides 
nucleiques et d'ajuster le niveau d'exjxession du transg^e. 

On confirme 6galenaent une diminution de la variaWlite de la reponse mise en 
evidence par la diminution de la valeur de la SEM par rapport k la moyenne pour tous 
les groupes soumis & I'Electrotransfeft 
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Exemple 14 : ^et de I'augmentation de la frequence des impulm>iis 
electriques. 

Cet exemple montre que I'augmentation de la frequence des impulsions permet 
de mani^ inattendue d'ameliora- I'efficacite de la transfection. D'autre part et dans 
5 une potspective dinique, I'augmentation de la frequence doit ameliorer le confort du 
patient en diminuant la dur6e totale du traitonent 

Cette experience est t€alis6e avec des souris C57B1/6. Le plasmide utilise est 
le plasmide pXL 2774, la quantity d'ADN administree est de 15 pg. La frequence des 
impulsions 61ectriques est variable (de 0.1 k 4 Hertz). La dut^ de chaque impulsion 
LO est de 20 msec. rintensit6 de champ est de 200 Volts/cm. les autres conditions de 
cette experience sont celles decrites dans l'exenq)le 1. Les resultats sont pr6sent6s 
dans le tableau 9. 



Frequence 
Henz 


0 


0,1 


0,2 


0.5 


1 


2 


3 


4 


Experience A 
Simpulsians 


5 

±2 


54 
±13 


95 
±16 


405 
±60 


996 

±156 


1528 
±257 






Experience A 
4 impulsions 




114 
±14 


163 
±24 


175 

±26 


337 

±53 


587 
±90 






E>q)erienceB 
Simpulaons 


21 

±14 








1294 

±189 


2141 

±387 


3634 
±868 


2819 
±493 


E}q)erienceB 
4impu]si(ns 










1451 

±228 


1572 
±320 


1222 
±126 


2474 
±646 



15 



Tableau 9 : valeurs moyennes +/- SEM de I'activite lucif6rase en milUons de 
RLU par muscle, N = 10 pour chaque groupe. Conditions : intensite de chmtp 200 
V/cm. 8 ou 4 impulsions de 20 msec. , frequence variable. 
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Les rfeultats obtenus dans I'exp^rience « A » , tableau 9 montrent que les 
frequences plus 61ev6es ^1 Hz) sont plus efEicaces que les frequences faibles qui 
correspondoit i une durfe phis tongue entre deux impulsions cons&utives (10 
secondes a 0.1 Hertz). L'efficadte de la tnmsfection augmente avec la frequence sur 
5 la plage devaleurstesteesde 0.1 sl4Hertzpour4impulfflonsetde0.1i3Hertzpour 
8 impulsions. 



temple 15 : effet de I'application d'un champ aectrique variant sdon 
une exponentielle decroissante en fonction du temps. 

10 Cette exemple met en evidence I'effet de I'appUcation d'un champ §lectrique 

variant selon une exponentieUe decroissante sur Tefficacitfe du transfert d'acides 
nucteiques. 

Cette experience est realisee avec des souris C57B1/6. 

Le plasmide utilise est le plasmide pXL 3031. Le plasmide pXL3031 (Figure 
15 12) est un vecteur derive du plasmide pXL2774 (WO97/10343) dans lequel le gdne 
iuc+ codant pour la luciferase de Photinus pvralis modifiee (cytoplasmique) provenant 
de pGUbasic (Genbank: CVU47295) a ete introduit sous controle du promoteur 
provenant de la regfon precoce du cytomegatovirus humain (hCMV BE, Genbank 
HS5IEE) et du signal de poly-adenylatton de la regfon tardive du virus SV40 
20 (Genbank SV4CG). La quantited'ADNadministree est de 10 (ig. 

Le generateur d'impulsions eiectriques utilise permet de deiivrer des 
inq)ulsions d'une intensite de champ electrique variant selon une e;qx)nentieDe 
decroissante en fonction du temps (electropulsateur Equibio, modele easyjectT phis, 
Kent UK). Le voltage impose est le voltage au pic de I'esponentieUe. Le deuxidme 
25 parametre ajustable est la capacitance (^Farads) qui permet de feire varier la quantite 
d'energie deUvree et la constante de temps de I'exponentielle. Les resultats sont 
presentes dans le tableau 10. 
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Capa|iF 
150 


Capa ^P 
300 


Capa 
450 


Capa |iP 
600 


Capa uF 
1200 


Caoa iiF 
2400 


3000 


40V/cm 












1,23 


1 1 


lOOV/cm 








16.5 


2.8 


6,5 


23.9 


ISOV/cm 








1.8 


3,5 


6.1 




200V/cm 




5.1 




15,8 


18,8 


121.5 


189,7 


300V/cm 


32.1 


90.5 


48,7 


760.4 


56,2 






400V/cm 




795 












600V/cm 


62 














800V/cm 


3.1 


1.1 













Tableau 10 : facteur d'augmentation de I'expression (activite hiciferase) 
obtenu par application d'vaie inqjulsion i d€croissance exponentielle. Le facteur 
d'augmentation est calcute par rfef&enoe i I'activitS lucif^rase obtenue avec 
radministration du plasmide pXL3031 sans electrotransfert (valeuis moyennes du 
facteur d'augmentation, N = 4 a 6 par condition). 



A titre comparatif . le facteur d'augmenfation de I'expiesaon obtenu pour le 
10 transfert de pXL3031 en prfeence d'un dianq> felectrique avec des impulsbns de 
formes carries (intensite de diarap de 200 V/cm, 8 inqnilsions de 20 msec, h une 
frequence de 1 Hertz) etait de 44 dans la meme experience. 

Ces rfisultats montrent que I'on peut utiliser des impulsions electriques de 
forme carr6e ou d'une intensity decroissant de maniere exponentielle en fonction du 
15 temps. De plus, dans ce dernier cas, une augmentation importante de I'expression 
peut dtre obtenue pour une valeur de champ faible et une capacitance elev6e (eg. 200 
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V/cm. capacitance 3000 jxFarad) ou une valeur de champ elevfe et une c^acitance 
faible (fi.g. 400 V/cm, capacitance 300 uFarad). 



Exemple 16 : effet de la combinaison d'une impulsion breve de voltage 
5 aeve et de plusieurs impulsions longues de voltage feible. 

Get exemple montre que le champ electrique delivre peut 6tre une combinaison 
d'au moins un champ compris entre 500 et 800 Volts/cm pendant une courte duree. 
par exemple 50 ou 100 fxsec. et d'au moins un champ faible ( < lOOVolts/cm) pendant 
une duree plus longue. par exemple > 1 msec et jusqu'a 90 msec dans cette 
10 experience. 

Les valeurs de champ electrique fiaible sont ici de 80 V/cm appliquSes en 4 
impulsions d'une duree de 90 msec avec une frfiquence de 1 Hertz. Pour cette 
experience deux electropulsateurs sont utilises. Les impulsions flectriques sont 
appKquees par I'un puis I'autre appareil. le changement s'effectuant eJi moins d'une 
15 seconde k I'aide d'une commande manueUe. 

U plasmide utilise est le plasmide pXU031. La quantity d'ADN administree 
est de 3 ng. Les valeurs de champ 61ectrique sont indiqu6es dans le tableau 11 ; les 
autres conditions de cette experience sont celles dfcrites dans Texemple L 



Conditions d'application 
du champ 61ectrique 
Contidle (absence de champ Electrique) 


Ejqperience 1 
(3ngpXU031) 


Experience 2 
(3m«pXL3031) 


Al : 500 V/cm . 1 x 0.1 msec 
A3: 800 V/cm. 1x0.1 msec 
B: 80 V/cm .4x90 msec 


320 +/-126 
416 +/. 143 


75 +/- 27 
169 +/-63 
272 4/- 84 


Conditions Al puis B 
Conditions A3 puis B 


1282 +/- 203 
3991 +/.418 


362.21 +/- 85.17 
1479 +/-276 
1426 +/- 209 


Conditions B puis A3 




347 +/- 66 



20 Tableau 11 : valeurs moyenne +/- SEM de I'activite hicifgrase en millions de 

RLU par muscle. N = 10 muscles par groupe. 
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Le tableau 11, resumant les r6sultats obtenus pour deux s6ries d'experiences, 
montre qu'une brfeve impulsion de voltage dleve ou que quatre impulsions sucoessivei 
tongues et de faible voltage ameUorent peu la transfection relativement au groupe 
5 contrdle ayant re?u une injection de pXL3031 mais non soumis a un champ electrique. 
II en est de mgme lorsque les impulsions de champ faible sont appliqu6es avant 
I'impulacHi de champ elev6. 

Par centre, dans les deux series d'exp&iences. la combinaison d'une brtve 
impulsion de haut voltage suivie de (juatrc impulsions successives tongues et de faible 
10 voltage augmentetresnettementl'efficadtedutransfertdel'ADN. 

Les resuhats obtenus dans les exemples 1 et 2 ont montre que 8 impulsions de 
600. 800 ou 1200 volts d'une dur€e unitaire de 1 msec a 1 Hz etaient lesionnelles et 
inhibaient la transfectfon. Les rSsuItats obtenus dans rexenq)le 16 montrent que. dans 
des conditions particuliSres. il est possible d'utiliser des intensites de champ de voltage 
61ev6es de fagon non tesionnelle. en effet d'un point de vu raacroscopique les muscles 
ne sont jamais visiblement alt&6s. L-utilisation de champs electriques elev^ de duree 
bt^ve combines k des champs faibles de duree phis tongue apparait comme un moyen 
suppl6mentaire de moduler I'efficacitfe du transfert de I'ADN. 



15 



20 



25 



Exemplcl? : Effet du moment d'injection de I'adde nudeique par 
rapport & I'application du champ dectrique. 

Cet exemple illustre le fait que Tacide nucleique peut 6tre administr6 au motns 
30 minutes, et m6me au moins une heure. avant I'appUcation du champ Slectrique. 

Cette experience est rfealisee avec des souris C57BV6. Le plasmide utilise est 
le plasmide pXL 2774. La quantity d'ADN administrfee est de 15 ng ou 1.5 ng. 
L'injection d'ADN est suivie. ou pr6c&16e. de Tapplication d'un champ 61ectrique dans 
tescondittons suivantes : intensite 200 V/cm . 8 impulsions de 20 msec, frequence 1 
Hz. Les autres conditfons de cette exp&ience sont celles dficrites dans Texemple 1. 
Un groupe contrdle est constitufe d'animaux ayant tegu une iigection du plasmide mais 
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n'ayam pas 6te soumis aux impulsions elec^ 
tableau 12 



Tableau 12 A : Ihjection ADN en absence de champ 61ectrique 





Exp 1 

pXL2774 
(ISfig) 


Exd2 

pXL2774 
15Mg) 


Exd3 

pXL2774 
(1.5 Jig) 


Exd4 

pXL2774 
(15 Mg) 


Exp 5 

pXL 2774 
(1.5 Mg) 


Contrdle 


7±4 


8±6 


0.4 ±0,2 


22 ±15 


1±1 


Tableau 12B:Inj 


ection ADN avant application du champ electrique 




temps 


Expl 


Exp2 




Exp 4 


Exp 5 


- 120 min 








20±5 


2±1 


-60niin 








106 ±22 


10±3 


-30 min 


303 ±36 


237 ±61 


7±3 


184±22 


15±4 


- 5 min 


410 ±7 










- 60 sec 


253 ±51 










-20 sec 


492 ±122 


201 ±43 


9±3 


123 ±23 


12±2 


Tableau 12 C : Ihjc 


xrtionADN ap 


res application du champ elec 


trique 


temps 


^3LL 


ExpZ 


Exp 3 


Exp4 


Exp5 


+ 10 sec 








7±7 




+ 20 sec 


11±6 


0.4 ±0,1 








+ 60 sec 


8±7 






17 ±15 





Tableau 12 : valeurs moyennes +/- SEM de I'activite lud^rase en miUions de 
5 RLU par muscle. N = 10 muscles par groupe. 
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U presence de I'ADN au moment de I'appUcation du champ electrique est une 
condition de reff«acite de I'felecttotransfection. De fason remarquable. U est observe 
que I'injection du plasmide peut gtre realis6e au moins 30 minute et mgme 1 heure 
(experiences 4 et 5) avant I'application du champ 6Iectrique et ce. sans modification 
5 "otobledu niveau d'«q,ression.Unt6sultatsimilaire est obtenuau^ 

une dose de 15 de plasmide par muscle qu 'avec une dose 1 0 fois phis f aiMe de 1 5 
Jig. 

Ces observations pemiettent notamment d'envisager de multiples injections h 
des temps variables du mSme plasmide. ou de diff^rents plasmides. dans le muscle 
10 pr^alablement i I'appUcation du champ electrique. II est egalement possible de feire de 
multiples injections sur une zone 6tendue du muscle puis d'appliquer une serie 
d'lmpulsions electriques sur I'ensemble du lerritoire injecte a traiter. 



15 



20 



Exemple 18 : transfert d'un gene codant pour I'erythropoietine (EPO) 

Des souris C57BV6 adultes ont reQu. dans le muscle tibial cranial et de mani&e 
unilaterale. une injection de plasmide pXL3348. Le plasmide pXU348 (Figure 16) est 
un vecteur derive du plasmide pXL2774 dans lequel le g^ murin de 
rerythropoJetine (NCBI : 193086) a ete introduit sous conti^le du promoteur 
provenant de la region precoce du cytomegalovirus humain (hCMV BE) et du signal 
de poly-adenylation de la region tardive du virus SV40 (Genbank SV4CG). 

Les conditions d'electrotransfert sort les suivantes : intensite champ electrique 
200 V/cm. 8 impulsions de 20 msec. Sequence LHz. Le champ electrique est 
appUquS immfidiatement aprgs injection de I'ADN plasmidique. 
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&ythropoietine serique 
(mlU/ml) 


Erythropoietine serique 
(mlU/ml) 
iiJ24 


I Plasmide 


Electrotransfeit 

* 


Electrotransfert 
-f 


Electiotransfert 


Electtotraisfett 


1 pXL3348 
(lM«) 


0 


3.0 ±1,6 


0 


+ 

1,12 ±0.8 


1 pXL3348 
(10 Mg) 


0,9 ±0,9 


61,8 ±15,8 


0 


74.1 ±28.9 1 


pUC19 
(lug) 




0 




0 1 




H6matocrite % 
ft^ldvementaJ? 


H^matocrite % j 
Prelevementaj24 1 


Plasmide 


Electrotransfeit 


Electrotransfert 
+ 


Electrotransfert 


Etectrotransfieit 1 
+ J 


pXL3348 

dug) 


38,5 ±0.5 


35,0 ±3.6 


50.8 ±2,3 


81 ±0.5 


pXL3348 
(10 Mg) 


32,0 ±3.2 


26,0 ±4,1 


69,0 ±5,1 


83.0 ±1,0 1 


PUC19 
(Itig) 




30,8 ±2,3 




43.2 ±0.9 j 



Tableau 13 : valeurs moyennes ± SEM. N = 4 a 5. 



On observe, avec relectrotramfert. una tres nette augmentation de la quantity 
d aythropoigtine da«s te sang a J7 et J24 pour fadministration de 10 jxg de pXL3348. 
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De phis, reffet physiologique de Faugmentation d'^poietine qui se traduit par 
«ne augmemation de l-hematocrite est important (85 %) . d& J7 et ce. mfime pour 
une tres faible quantite de plasmide (1 jig). 



10 



15 



20 



vacdnaux 



Exemple 19 : Effet de raectnatransfert s«r Texpression de tn«^^« 



Cat exea^le met en evidence que te precede selon I'invention est egalement 
applicable au transf ert de gte codant pour des polypeptides d'i„t&€t vaccinal. 

^'experience est realisee Chez des sourisBaWcfe^^^ 
Us electrodes utilis6es sont des Electrodes plates en acier inoxydable distantes de 5 
mm. U VR-HA est un ADN plasmidique comportam le de rhemagglutinine du 
virus de la grippe feouche A/PR/8/34). VR-gB est un ADN plasmidique 
comportant le g^ de la glycoproteine B (gB) du cytom6galovi™s humain Whe 
lowne). 

N n a'tT'^ ' - 200 fxg /ml dans 

NaCl 09 %) est injectSe longitudinalement a traver. la peau dans le muscle tibial 
cn^ de mani^ uniiatdrale. impulsions electriques sont appHquees 20 sec 
apres 1 admHustration du plasmide, perpendiculairement a I'axe du muscle S I'aide 
dun gfo&rateur d'impulsions carries ( intensite champ electrique 200 V/cm 8 
impulsions cons&utives d'une dut^ de 20 msec, frequence 1 Hz). 

Pour revaluation de la stimulation de la r6ponse immunitaire. le protocole 
a immunisatiQn suivant a ete suivi : 

J 0 irclevement du serum preimmun 

J 1 primoinjection, plus ou moins electrotransfert 

25 J 2 prSldvementdu serum immun 



injection de rappel, plus ou moins aectrotransfert 
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J 42 preievementde serum immun 
J 63 preldvement de serum immun 

pr^I^vemeats sanguins sont effectues au niveau du sinus r6tro-orbitaL Les 
dosages des anticorps sprues sont r^alisfe par EUSA. Chaque condition 
expermientaleesttesteesurlOanimauxiigectesenunila^^^ 

les titres en anticorps dirigescomrelW 
du ym^ de la gnppe sont presentes dans le tableau 14 A. SSmxtme 



10 



15 











Electrotransfe 
rt 


JO 


J21 


J42 


J63 


VR-HA (1 ng) 
VR-HA (1 ng) 

(P) 


+ 


<50 

<50 


132 ±739 
1121 ± 1237 
(0.0135) 


1201 ±4380 
10441 ± 7819 
(0.0022) 


1314 ±2481 
8121 ±5619 
(0.0033) 


VR-HA (10 
Kg) 

VR-HA (10 
Kg) 

(P) 


+ 


<50 
<50 


781 ±666 
4153 ± 2344 
(0.0002) 


5113 ± 16015 

74761 ± 
89228 

(0.0005) 


4673 ± 8238 

41765 ± 
52361 

(0,0007) 



Ta'.le.u 14.. :att« en didgfaccmterhtoaggktf^ 

ohe™ apri. toieoto. ae 1 cu 10 Mg d-ADN (VR-HA) e„ .ta™>e ou «. 
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Ces resohats nK«trent que les titres en anticorps dirig6s contr. 
n.6a^gglut«une du virus de la grippe sont augmentfes d'un fecteur 1 0 environ dans les 
groupes sourrris aux imputeions 61ectriq«es. Ainsi les souris ayant rega 1 d'ADN en 
presence d'impulsions 61ectriques prfeentent un titre nK>yen en anticoT,s leg^t 
supeneur a cehi des souris ayant regu 10 ^g d'ADN en absence d'i„q«Jsion 
electnque. 

^'^Jt^^^^^n^nt les titres en anticorps dirig6s centre to glycoprot^ 
B du cytomegalovirus humain sont presenles dans le tableau 14 B. 



10 





Electrotransfe 
rt 


JO 


J 21 


J 42 


J 63 


VR-gBdOjig) 




<50 


73 ± 138 


755 ± 1766 


809 ±1363 


VR-grB(iOng) 


+ 


<50 


200 ±119 


3057 + 1747 


.2112 ±1330 


(P) 






(0.0558) 


(0.0108) 


(0.0479) 



15 



20 



Tableau 14 B : titres en anticorps diriges conlre la glycoprotSine B (gB) du 
cytoraagalovirus humain obtenus aptes iigection de 10 pg d'ADN (VR-gB) en 
absence ou en presence d'impulsions 61ectriques. Les i^ts sont les moyennes 
g-metriques de 10 animaux (9 animaux pour le groupe i^ en presence 
d „npulsK,ns electriques) ± ecart-type. La valeur de p a ete obtenue par comparaison 
deux a deux des groupes injectes en pr6sence et en absence d'impulsions 61ectriques 
en utilisant le test non paramelrique de Man-Whitney. 

Ces rtsultats montrent que les titres en anticorps dirig6s contre la 
glycoprotfiine B du cytomggalovinis humain sont augmentes d'un facteur 4 S J42 
dans le groupe soumis aux impulsions electriques. On note egalement que li 
coeffiaent de variation est en moyenne trois fois phis feible dans les groupes 
d animaux soumis aux impulaons Electriques. 
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Revenciications 

5 1) Procede de transfert d'acide nucleique dans des cellules d'organismes 

eucaryotes pluricelhilaires in vivo dans lequel les cellules des tissus sont mises en 
contact avec Tacide nucleique a transferer par administration directe dans le tissu ou 
par administration topique ou syst6mique et dans lequel le transfert est assure par 
application auxdits tissus d'une ou plusieurs impulsions electriques d'une intensite 
10 comprise entre 1 et 600 volt^cm. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les cellules des 
tissus ont des geometries particulieres (grande taille et/ ou forme allongee et/ou 
repondant naturellement a des potentiels d*action 61ectriques et/ ou ayant une 

15 morphologie specifique. 

3) Procede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que rint^isit6 du 
champ est comprise entte 200 et 600 volts/cm. 

20 4) Proc6d6 sebn la revendication 1, caract6ris6 en ce que I'mtensitS du 

champ est d'envurcnfi 500 volts/cm. 

5) Procede selon Time des revendications 1^4 caracterise en ce que la 
duree totale d' application du champ electrique est superieure a 10 millisecondes. 

25 

6) Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracteris6 en ce que 
r application au tissu du champ electrique comprend tme ou plusieurs inqnilsions de 
frequence reguliere. 

30 7) Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que F application au 

tissu du champ electrique comprend entre 1 et 100 000 inqmlsions de frequence ^ 
comprise entre 0,1 et 1000 hertz. 
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8) Proced6 seton Tune des revendications 14 5. caract&is6 en ce que les 
impulsions 6I6ctriques sont delivrees de fagon irr6guliere les unes par rapport aux 
autres et en ce que la fonction decrivant I'intensitfe du chan^ electrique en fbnction du 
temps d'une impulsion est variable. 

5 

9) Procede selon Tune des revendications 14 8, caracterise en ce que 
I'inlegrale de la fonction decrivant la variation du champ electrique avec le temps est 
superieure a 1 kVxmseo/cm. 

10 10) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que cette integrale 

est superieure ou egale a 5 kVxmsec/cm. 

11) Procede selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que les 
impulsions electriques sont choisies parmis les impulsions a ondes carrees, les champs 

15 electriques genferant des ondes a decroissance exponentielle, des ondes unipolaires 
oscillantes de duree limitee, des ondes bipolaires oscillantes de dur6e limitee, ou 
d* autres formes d'ondes. 

12) Procede selon Tune des revendications 1 a 11, caracterise en ce que les 
20 impulsions Electriques comprennent des impulsions k ondes carr§es. 

13) Procede selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que les 
impulsions electriques sont appliquees avec des electrodes placees de part et d*autre 
du tissu a trailer ou placees au contact de la peau. 

25 

14) Procede selon Tune des revendications 1 k 12, caract6ris6 en ce que les 
inq)ulsions electriques sont appliquees avec des electrodes introduites a Tinterieur du 
tissu a trailer. 

30 15) Procede selon Tune des revendications 1 a 14, caract&ise en ce que 

I'acide nucleique est injects dans le tissu. 
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16) Procede selon Time des revmdications 1 k 14, caracteris6 en ce que 
I'acide nucleique est inject^ par voie syst6mique. 

17) Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que Tacide 
5 nucl6ique est injecte par voie intra-artgrielle ou intra-veineuse* 

18) Procede selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce que 
Tacide nucleique est administre par voie topique, cutanee, orale, vaginale, intranasal, 
sous cutanee ou intra-oculaire. 

10 

19) Procede selon Tune des revendications 1 a 18, caracterise en ce que 
I'acide nucleique est present dans une composition contenant, en outre, des excipients 
pharmaceutiquement acceptables pour les differents modes d' administration. 

15 20) Composition seton la revendication 19, adapte a T administration 

parenterale. 

21) Procede selon Tune des revendications 1 i 20, caractmse en ce que 
I'acide nucleique est un acide d6sQxyribonucleique. 

20 

22) Proc6d6 selon Tune des revendications 1 & 20, caracterise en ce que 
I'acide nucleique est un acide ribonudeique. 

23) Proc&l6 selon Tune des revendications 1 ^ 22, caracterise en ce que 
25 I'acide nucleique est d'origine synthetique ou biosyntb^tique, ou extrait d'un virus ou 

d'un organisme pnocaryote ou eucaryote unicellulaire ou pluricellulaire. 

24) Procede selon la revendication 23, caracterise en ce que Tacide 
nucleique administre est associe a tout ou partie des con^sants de I'organisme 

30 d'origine el/ou du systeme de synthase. 

25) Procede selon Tune des revendications 1 a 24, caract&is6 en ce que 
I'acide nucleique code pour un ARN ou une proteine d'interet 
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26) Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que YARN est un 
ARN catalytique ou antisens. 

5 27) Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que Tacide 

nucleique code pour une proteine choisie parmi les enzymes, les derives sanguins, les 
hormones, les lymphokines, les cytokines, les facteurs de croissance, les facteurs 
trophiques, les facteurs angiogeniques, les facteurs neurotrophiques, les facteurs de 
croissance osseuse, les facteurs hematopoietiques. les facteurs de coagulation, les 
10 antigenes et les proteines impliquees dans le metabolisme des acides amines, des 
lipides et des autres constituants essentiels de la cellule. 

28) Procede selon la revendication 27, caract&ise en ce que I'acide 
nucleique code pour les 'facteurs angiogeniques VEGF et FGF, les facteurs 
15 neurotrophiques BDNF. CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF. ISfT3, NTS, la proteine Gax, 
Thormone de croissance, I'a-l-antitrypsine, la calcitonine, la leptine et les 
apolipoprotfeines, les enzymes de biosynthese des vitamines, des hormones et des 
neuromediateurs. 

20 29) Procede selon la revendication 25, caract6ris6 en ce que I'adde 

nucleique code pour un anticorps, un fragment variable d'anticorps simple chame 
(ScFv) ou tout autre fragment d'antkxjrps poss6dant des capacity de reconnaissance 
dans un but d*immunotherapie, ou code pour un r&epteur sohible, pour un peptide 
agoniste ou antagoniste d'un recepteur ou d'une proteine d'adhesbn, pour une 

25 proteine artifidelle, chimerique ou tronquee. 

30) Procede selon la revendications 29, caract&ise en ce que I'adde 
nucleique code pour un anticorps antiidiotype, un fragment soluble du r6cepteur CD4 
ou du recepteur du TNFa ou du recepteur de Tacetylcholine. 

30 

31) Procede selon Tune des revendications 27 k 30, caracteris6 en ce que 
I'acide nucleique code pour un precurseur d'une proteine therapeutique. 
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32) Proc6de selon Tune des revendications 1 k 31. caractferise en ce que 
Tadde nucleique est sous foane d'un plasmide. 

33) Prooede seton Tune des revendications 1 k 31, caract6ris6 en ce que 
5 r acide nucleique contient un g&ie de grande taille et/ou des introns el/ou des aements 

regulateurs de petite ou de grande taille. 

34) Precede selon Tune des revendications 1 k 31, caracterise en ce que 
I'acide nucleique est un ADN episomal ou un chromosome artificfel de levure ou un 

10 minichromosome. 

35) Procede selon Time des revendications 1 a 34, caracterise en ce que 
Tacide nucleique contient des sequences permettant et/ou favorisant Tejqjression du 
transgene dans le tissu. 

15 

36) Procede selon I'une des revendications 1 a 35. caract&ise en ce que 
I'acide est assocife k tout type de vecteurs ou a toute combinaison de vecteurs 
permettant d'amdliorer le transfert d'acide nucleique tels que des virus, des agents 
synthetiques ou biosynthetiques, ou encore des biUes propulsees ou non. 

20 

37) Proced6 selon Tune des revendications 1 k 36, caract&ise en ce que le 
tissu est soumis a un traitement visant a ameliorer le transfert de gene, un traitraient 
de nature pharmacologique en application locale ou systemique, ou un traitement 
en2ymatique, permeabilisant, chirurgical, mScanique, Ihennique ou physique. 

25 

38) Procede selon Tune des revendications 1 k 36, caract6ris6 en ce qu'il 
permet de faire produire par le tissu un agent k des doses physiofogiques et/ou 
therapeutiques, soit dans les cellules musculaires, soit secrete. 



30 



39) Procede selon Tune des revendications 1 k 38, caracterise en ce qu'il 
permet de moduler la quantite de transgene exprime en modulant le vohune de tissu 
transfecte. 



• I 
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40) Proc&ie selon la revendication 39, caract&ise en ce qu'a peraiet de 
moduler le volume de tissu transfecte par rutilisation de sites multiples 
d'administratioa 

5 41) Procedg selon I'une des revendications 1 h 40, caracterisfe en ce qu'il 

permet de moduler la quantity de transg&ie exprime en modulant le nomhre, la forme, 
la surface at la disposition des electrodes, et en variant I'intensite de champ, le 
nombre, la duree, la frequence et la forme des impulsions, ainsi que la quantite et le 
volume d' administration de I'acide nucleique. 

10 

42) Procede selon Tune des revendications 1 a 41, caracterise en ce qu'il 
permet de controler la localisation des tissus transfectes par le volume de tissu soumis 
aux impulsions electriques locales. 

15 43) Procede selon Tune des revendications 1 a 42, caracterise en ce qu'il 

permet un retour & la situation initiale par I'ablation de la zone de tissu transfectee. 

44) Acide nucteique et champ electrique d'une intensite comprise entre 1 et 

600 Voh^/cm, comme produit de combinaison pour leur administration simultanee, 

20 separee oil etatee dans le temps in vivo a un tissu et, pour la th6rapie genique reposant 
sur relectrotransfection in vivo dans les tissus. 

45) Produit de combinaison seton la revendication 44, caract&ise en ce que 
rintensite du champ est comprise entre 200 et 600 vdhs/cm. 

25 

46) Produit de combinaison selon la revendication 44, caract&ise en ce que 
rintensite du champ est d*enviion 500 volts/cm. 

47) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 & 46, 
30 caracterise en ce que la duree totale d'application du champ 61ectrique est sup&ieure i 

10 miUisecondes. 
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48) Produit de comhinaison selon rune des revendications 44 a 47, 
caract&ise en ce que I'application au tissu du champ electrique comprend une ou 
plusieurs impulsions de frequence rSguli^. 

5 49) Produit de comhinaison selon la revendication 48, caracterise en ce que 

Fapplication au tissu du champ electrique conp:end entre 1 et 100 000 impulsions de 
frequence comprise entre 0,1 et 1000 hertz. 

50) Produit de comhinaison selon Tune des revendications 44 h 47, 
10 caracterise en ce que les impulsions electriques sont delivrees de fagon irreguliere les 

unes par rapport aux autres et en ce que la fonction decrivant I'intensite du champ 
electrique en fonction du temps d'une impulsion est variable. 

51) Produit de comhinaison selon Tune des revendications 44 a 50. 
15 caracterise en ce que I'integrale de la fonction decrivant la variation du champ 

electrique avec le temps est superieure a 1 kVxmsec/cm. 

52) Produit de comhinaison selon la revmdication 51, caracterise en ce que 
cette integrate est superieure ou egale a 5 kVxmsep/cm. 

20 

53) Produit de comhinaison selon Tune des revendkations 44 a 52. 
caract&ise en ce que les impulsions 61ectriques sont choisies parmis les impulsions & 
ondes carrees, les chanqjs electriques g&ierant des ondes k decroissance exponentielle, 
des ondes unipolaires oscillantes de duree limitee, des ondes ^polaires oscillantes de 

25 duree limitee, ou d'autres formes d'ondes. 

54) Produit de comtmiaison selon Tune des revendications 44 k 53, 
caract&ise en ce que les impulsions electriques comfMrennent des impulsions k ondes 
carries. 

30 

55) Produit de comhinaison selon Tune des rev^idications 44 k 54, 
caracterise m ce que les impulsions electriques sont appliquees de f ajon exteme. 



f 
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56) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 k 54, 
caracterise en ce que les impulsions 61ectriques sont appliquees a I'int&ieur du tiissu. 

57) Piroduit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 56, 
5 caracteris6 en ce que I'acide nucl^ique est inject^ dans le tissu. 

58) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 56, 
caracterise en ce que I'acide nucleique est inject^ par voie systemique. 

0 59) Produit de combinaison selon la revendication 58, caract&is6 en ce que 

Tacide nucleique est injecte par voie intra-arterielle ou intra-veineuse. 



60) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 56, 
caracterise en ce que I'acide nucleique est administre par voie topique, cutanee, orale, 

15 vaginale, intranasals intramusculaire, sous cutanee ou intra-oculaire. 

61) Produit de combinaison selon I'une des revendications 44 a 60, 
caracterise en ce que I'acide nucKique est present dans une composition contenant, en 
outre, des exc^ients pharmaceutiquement acceptables pour les diff§rents modes 

20 d'administration. 

62) Composition selon la revendication 61, adapte i I'administration 
parenterale. 

25 63) Produit de coniUnaison selon Time des revendications 44 k 62, 

caracteris6 en ce que I'acide nucteique est un adde d6soxyriboiiucl§ique. 

64) Produit de combinaison selon I'une des revendications 44 a 62, 
caracterise en ce que I'acide nucl6ique est un acide ribonucleique. 

30 

65) Produit de combinaison selon I'une des revendications 44 a 64, 
caracterise en ce que I'acide nucleique est d'origine synthetique ou biosynflietique, ou 
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extrait d*un virus ou d'un organisme procaryote ou eucaryote uniceQulaire ou 
pluricellulaire. 

66) Produit de combinaison selon la revendxcation 63, caracteris6 en ce que 
5 I'acide nucleique administre est assoct6 a tout ou partie des cotnposants de 
rorganisme d*origine et/cm du systeme de synthdse. 

Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 i 66, 
caracterisS en ce que Tacide nucleique code pour un ARN ou une proteine d'interet 

10 

68) Produit de combinaison selon la revendication 67, caracterise en ce que 
TARN est un ARN catalytique ou antisens. 

69) Produit de combinaison selon la revendication 67, caract§ris6 en ce que 
15 Tacide nucleique code pour une proteine choisie parmi les enzymes, les d^ves 

sanguins, les hormones, les lymphokines, les facteurs de croissance, les facteurs 
trophiques, les fecteurs angiogeniques. les facteurs neurotrophiques, les facteurs de 
croissance osseuse, les fecteurs hematopoietiques, les facteurs de coagulation, les 
antigenes et les proteines impliquees dans le metaboUsme des acides amines, des 
20 lipides et des autres constituants essentiels de la cellule. 

70) Produit de combinaison selon la revendication 69, caracterise en ce que 
I'acide nucleique code pour les facteurs angiogeniques VEGF et FGF, les facteurs 
neurotrophiques BDNF, CNTF, NGF, IGF. GMF, aFGF, NT3. NT5, la proteine Gax. 

25 rhormone de croissance, une cytokine, Ta-l-antitrypsine, la calcitonine, la leptine et 
les apolipoproteines, les enzymes de biosynthese des vitamines, des hormones et des 
neurom&liateurs. 

71) Produit de combinaison selon la revendication 67, caracterise en ce que 
30 I'acide nucleique code pour un anticorps, un fragment variable d'anticorps simple 

chaine (ScFv) ou tout autre fragment d*anticorps possedant des capacites de 
reconnaissance dans un but d'immimotherapie, ou code pour un recepteur soluble. 
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pour un peptide agoniste ou antagoniste d'un r6cepteur ou d'une prot§ine d'adh^n, 
pour une proteine artif icielle, chimerique ou tronquee. 

72) Produit de combinaison selon la revendications 71, caract6ris6 en oe que 
5 Tacide nucl6ique code pour un anticoips antiidiotype, un fragment soluble du 

rficepteur CD4 ou du lecepteur du TNFa ou du lecepteur de T acetylcholine. 

73) Produit de combinaison selon Tune des revendications 69 i 72, 
caracterise en ce que Tacide nucl6ique code pour un pr6curseur d'une prot&ie 

10 th^peutique. 

74) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 73, 
caracterise en ce que Tacide nucleique est sous forme d'un plasmide. 

15 75) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 73, 

caracterise en ce que I'acide nucleique contient un gene de grande taille et/ou des 
introns et/ou des Elements regulateurs de petite ou de grande taille. 

76) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 73, 
20 caract&ise en ce que Tacide nucleique est un ADN episomal ou un chromosome 

artif iciel de levure ou un minichromosome. 

77) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 i 76, 
caracterise en ce que Tacide nucteique contient des sequences pmnettant et/ou 

25 favozisant re>q)ression du transgene dans le tissu. 

78) PtxKluit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 77, 
caracterise m ce que Tacide est associe a tout type de vecteurs ou k toute 
combinaison de vecteurs permettant d'ameliorer le transfert d'acide nucl^que tels que 

30 des virus, des agents synthetiques ou biosynth6tiques. ou encore des billes propulsees 
ounon. 
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79) Produit de oombinaisoii selon Tune des revendications 44 a 78. 
caracterise en ce que le tissu est soumis & un traitement visant k ameliorar le transfert 
de g&ie, im traitement de nature pharmacologique en application locale ou 
systemique, ou un traitement eitgroatique, permeabilisant, chirurgical. mecanique, 

5 thermique ou phj^que. 

80) Ptoduit de oombinaison selon Time des revendications 44 a 79, 
caracteris6 en ce qu*il permet de faire produire par le tissu un agmt k des doses 
physiologiques et/ou therapeutiques, soit dans les cellulesdu tissu, soit secrete. 

10 

81) Produit de combinaison sefon Tune des revendications 44 a 79, 
caracterise en ce qu'il permet de moduler la quantit6 de transg&ie exprime en 
modulant le volume de tissu transfecte. 

15 82) Produit de combinaison selon la revendication 81, caracterise en ce qu'il 

permet de moduler le volume de tissu transfecte par I'utilisation de. sites multiples 
d'administratioiu 

83) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 82, 
20 caracterise en ce qu'il permet de moduler la quantite de transgdne exprim6 en 
modulant le nombre, la forme, lia surface et la disposition des electrodes, et en variant 
rintensite de champ, le nombre, la duree, la frequence et la forme des impulsions, ainsi 
que la quantite et le volume d* administration de I'acide nucleique. 

25 84) Picoduit de combinaison selon Time des revendications 44 k 83, 

caracterise en ce qu'il permet de controler la localisation des tissus transfectes par le 
volume de tissu soumis aux impulsions electriques locales. 

85) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 84. 
30 caract&ise en ce qu'il permet un retour k la situation initiate par T ablation de la zone 
de tissu transfecte. 
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